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Resumo

Com o objetivo de avaliar a eficiéncia da pastegp do ovo integral foram utilizados
30 lotes de ovos crus submetidos a dois bindmioeipo e temperatura diferentes. Apés a
retirada de uma amostra de ovo cru de cada unotes bs mesmos foram divididos em duas
por¢cdes, sendo uma parte destinada a pasteuriag®@e por 3,5 minutos e a outra a 68°C por
2,5 minutos. Os tratamentos foram dispostos noeihento em blocos ao acaso utilizando 30
amostras de ovos crus, 30 amostras de ovos pasiosi a 60°C e 30 amostras de ovos
pasteurizados a 68°C. Para verificar se o processmnduzido nas temperaturas e tempos
preconizados foi avaliada a termossensibilidadeentzima alfa-amilase pela quantificacdo
indireta da hidrélise do amido, e para a avaliat@qualidade microbiolégica dos ovos foram
realizadas contagens de micro-organismos mes@fdoshios, contagens de coliformes totais e
termotolerantes, contagem 8taphylococcuspp. e pesquisa @almonellaspp.. Os resultados
da pesquisa da atividade da enzima alfa-amilaseomignaram que nos ovos crus a
porcentagem de amido hidrolisado era alta evidadoiaalta atividade enzimatica, nos ovos
pasteurizados a 60°C foram observadas grandesc@asiana porcentagem de amido
hidrolisado, demonstrando que houve variagdo ngpdeatura de pasteurizagdo, o0 que
possibilitou a inativacdo parcial ou total da erifdas amostras de ovo integral pasteurizadas
a 68°C nao houve hidrdlise do amido em decorrétaimativacdo enzimatica. Os resultados
das analises microbiolégicas demonstraram uma digén (p<0, 0001) na contagem de micro-
organismos mesofilos aerdbios e nas contagenslifiermes totais e termotolerantes nos ovos
pasteurizados nas duas temperaturas preconizatgsgrdo 0s ovos crus apresentaram altas
contaminagfes (p<0,0001). Foram observadas difasemas contagens &aphylococcuspp
entre todos tratamentos(p<0,0001) e as maioresgems (acima de 2,0 x lOFC/mL) foram
observadas no ovo crB8almonellasppestava presente em 23 (76,6%) amostras de ovoaru,
entanto, nos ovos tratados termicamente este migamismo s6 foi encontrado em uma
(1,6%) amostra, que de acordo com a avaliagdo idalaste da enzima alfa-amilase foi
submetida a temperatura inferior a 60°C. Foi cddolgue a pesquisa da atividade da enzima
alfa-amilase é eficiente para avaliacdo do processt térmico, e que 0s bindmios de
temperatura e tempo empregados na pasteurizacdmvalontegral sdo adequados para a
obtencéo de ovos pasteurizados com qualidade.

Palavras chave: ovo integral, pasteuriza¢@o, enzima alfa-amilgaalidade microbioldgica.
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Abstract

In order to evaluate the whole egg pasteurizatfioiency, it was used 30 batches of raw eggs
that were subjected to heat treatment in two déffebinomials of temperature and time. After
removal of a raw egg sample of each batch, they wesded into two parts, one part being
intended for pasteurization at 60 ° C for 3.5 misuand the other at 68 ° C for 2.5 minutes. The
treatments were arranged in a randomized blockgdegsing 30 samples of raw eggs, 30
samples of pasteurized eggs at 60 ° C and 30 sampjesteurized eggs at 68°C. To verify that
the pasteurization process was conducted in recohede temperatures and times, it was
evaluated the thermosensitivity of alpha-amylaseyem by indirect quantification starch
hydrolysis, and to evaluate the microbiological lgyaf these eggs, it was made counts of
aerobic mesophilic microorganisms, total and theéoteoant coliforms, Staphylococcus spp.
and research for Salmonella spp .. The resulthefdsearch for the activity of alpha-amylase
enzyme in raw eggs demonstrated that this activeg high because the most part of starch
added was hydrolyzed. In pasteurized eggs at 6@of 8.5 minutes, it was observed variations
in the percentage of hydrolyzed starch, and it destrated that there were variations in the
pasteurization temperature, which allowed the gldr total inactivation of enzyme. In the
samples of pasteurized whole egg to 68 ° C fomdriutes no hydrolysis of starch was noted,
and it could be explained by the inactivation aé tanzyme that occurs in the binomial above
64.4 ° C for 2.5 minutes. The results of microbibal analyzes had significant decrease
(p<0.0001) in the counts of aerobic mesophilic oHarganisms and total and thermotolerant
coliforms in pasteurized eggs at two recommendegbéeatures and times, while the raw eggs
showed high contamination (p<0.0001). There wefferginces in the counts of Staphylococcus
spp. across all treatments (p<0.0001) and highantso(above 2.0 x 20CFU / mL) were
observed in the raw eggs. Salmonella spp. was mreése?3 (76.6%) samples of raw eggs,
however, in the heat-treated eggs, this micro-asgarwas found in only one (1.6%) sample,
which according to the evaluation of the enzymehalpmylase activity, was subjected to a
temperature lower than 60 ° C. It was concluded tthe study of the enzyme alpha-amylase
activity is effective for the evaluation of thern@alocessing in whole eggs, and that the two
binomial temperature and time employed in the paitation of whole eggs are effective for
obtaining high quality pasteurized eggs.

Keywords: whole egg, pasteurization, alpha-amylase enzymerpbiological quality
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1. Introducéo

O ovo é um dos alimentos mais completos para aeatagdo humana, apresentando uma
composicao rica em acidos graxos e proteinas deadtlidade que reinem varios aminoacidos
essenciais de excelente valor bioldégico. Além dissoovo também apresenta em sua
composicdo vitaminas do complexo B e minerais, camidsforo e o zinco (Stadelman e
Cotterill, 1995). Desta maneira, 0 ovo é consideracha fonte nutricional de alta qualidade,
que devido ao baixo custo e a facil aquisicdo poalribuir para a melhoria da dieta de
familias de baixa renda. Porém, por ser rico emanies e ser de alta digestibilidade, o ovo
exige alguns cuidados para que ndo seja um preadesdoencas transmitidas por alimentos
(DTA)e para que chegue ao consumidor com um bomépate qualidade.

A producéo brasileira de ovos no ano de 2013 famieximadamente 34bilhdes de unidades, e
os estados de Sdo Paulo e Minas Gerais foram esnumibres produtores de ovos do Pais,
responsaveis por 34,3% e 12,4% da producao tesgectivamente. A maioria desses ovos foi
comercializadain natura (ovo em casca), e a producdo de ovos processadosdds ou
desidratados), embora em menores propor¢des,stndda tanto a exportagéo, principalmente
para paises asiaticos, quanto para abastecimememado interno (ABPA, 2014).

Na industria de alimentos, o ovo processado &autib preferencialmente ao oiro naturg
pois, além do sabor, cor, valor nutritivo e progaiges funcionais serem semelhantes aos do
0vO em casca, ele apresenta muitas vantagens mpetiac como melhor uniformidade, menor
espaco para armazenamento e facilidade para medpog;des. No entanto, durante o
processamento, os ovos, quando quebrados, podefacetente contaminados por micro-
organismos, sendo a pasteurizacdo uma importat@enativa tecnoldgica para a garantia da
inocuidade desta matéria prima alimentar. Destaeirna pesquisa por métodos que
certifiqguem a eficiéncia do tratamento térmico a@elp € importante para o controle de
qualidade interno das industrias, contribuindo pgeaantia de um produto inécuo ao
consumidor.

Existem poucos estudos sobre a presenca de corsstulo ovo que possam servir como
parametro para avaliar a eficiéncia da pasteunizadatermossensibilidade da enzima alfa-
amilase, em temperaturas proximas a 64,4°C por n@ijiutos foi descrita por alguns
pesquisadores como sendo eficiente para verificdodanin6mio de pasteurizacdo adotado por
paises europeus (Brooks, 1962; Murthy, 1970).

A pasteurizagdo € um tratamento térmico que temocobjetivo destruir todos os micro-
organismos patogénicos presentes, além de redom@ideravelmente 0s micro-organismos
deteriorantes sem que ocorram, entretanto, altesagdis constituicdes nutricionais e sensoriais
do produto final. Embora as analises microbioldgicdo sejam especificas para a avaliagdo da
eficiéncia da pasteurizacdo elas podem auxiligis po comparar a matéria-prima alimentar
antes e apds correto tratamento térmico esperaseocprra uma reducdo significativa na
contagem dos micro-organismos presentes.
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2. Objetivos

Verificar a eficiéncia de dois bindmios de tempdeenperatura de pasteurizacdo de ovos
integrais (60°C por 3,5 minutos e 68°C por 2,5 nus)y pela pesquisa da atividade da enzima
alfa-amilase.

Determinar a qualidade microbiolégica dos ovosgrais para consumo, antes e apos a
pasteurizacao.

3. Revisédo Bibliografica
3.1. Ovo integral pasteurizado

De acordo com a Portaria n°01, do Ministério daiddtura Pecuéaria e Abastecimento
(MAPA), o ovo integral € o ovo em natureza desmtoude casca, que conserva as proporgcoes
naturais de gema e de clara e que, quando misgyridam homogéneas. O emprego da
pasteurizacdo para a matriz ovo foi definido conforaecimento de calor com o objetivo de
destruir micro-organismos patogénicos sem alteragésivel da constituicao fisica do ovo ou
partes dele (Brasil, 1990).

As legislacBes do MAPA referem-se a pasteurizagdovo integral como uma alternativa para
0 beneficiamento de ovos que apresentem defeitosamea e membrana interna ou que
sofreram danos em uma das etapas da cadeia desgaomEnto, assim como 0s ovos galados
(ovos de matrizes de reproducéo que nao podenosercializadosn naturg. Porém, antes de
submeter 0os ovos a quebra e ao tratamento térf@sodevem ser lavados com uma solugéo
clorada em concentragfes abaixo de 50ppm (Br&8iD;Brasil, 1991; Brasil, 1997).

A sala para a quebra de ovos deve ser climatizadéemperatura desta deve estar proxima a
16°C, esta temperatura contribui para a reducdo coataminacdo ambiental e,
consequentemente, a da matriz alimentar fabric&grocesso de quebra de ovos para
industrializacdo pode ser feito manualmente ounpiguinas especificas. As operagcées manuais
sdo de baixo desempenho, pois permitem a quebmpeleas 60 a 90 duzias de ovos por
pessoa/hora e exigem muita atencdo, pois nessa btapum contato direto das maos de
funcionarios com cascas sujas e contetdo interravdpimplicando em uma matéria prima de
pior qualidade. Em operacbes mecanizadas, podenusbradas até 6000 diuzias de ovos por
hora, algumas maquinas estdo acopladas a uma seguin lavagem, o que diminui a
contaminagédo dos ovos por residuos de fezes neasc#g0s a quebra, o conteldo interno dos
ovos deve ser homogeneizado e, posteriormenteadiiit para a separacdo das chalazas,
membranas e fragmentos de casca ainda remanescéBtasil,1990; Stadelman e
Cotterill, 1995; Oliveira e Oliveira, 2013).

A pasteurizacdo deve ser realizada o mais rapidem@ossivel apos as etapas de quebra,
homogeneizacdo e filtragem para que diminua osogisde deterioracdo do produto.

Recomenda-se um periodo maximo de 72 horas apdelaagdos ovos para realizagdo do
tratamento térmico, porém, durante este periodevos devem ser mantidos em temperatura
de refrigeracdo (2°C a 5°C). O bindbmio de tempesatutempo para pasteurizacdo de ovo
integral adotado pela legislacao brasileira é denimomo 60°C por 3,5 minutos (Brasil, 1990).

No entanto, a alta variagdo deste bindbmio podezinda desnaturacdo protéica tanto no
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albimen quanto na gema, comprometendo as propegdgpumantes e emulsificante do ovo
integral.

O bindbmio temperatura e tempo de pasteurizacdcopizado pelos Estados Unidos (FDA,
1971) é o mesmo utilizado no Brasil. No entantoReio Unido e em outros paises europeus
séo recomendados valores distintos de temperattem@o de pasteurizacdo do ovo integral,
sendo o minimo de 64,4°C por 2,5 minutos (Murtt®7a, CODEX,1974).

Segundo o Padrédo de Identidade e Qualidade do @egral (Brasil, 1991) é permitida a

utilizacdo de perdxido de hidrogénio, no limite mé&x de 0,1% no ovo integral, como

coadjuvante de tecnologia de fabricagdo, com adrde auxiliar a pasteurizacdo (fungéo
bactericida). Como aditivos intencionais, podem ustlizados o acido citrico e o fosfato

monossédico, ambos no limite maximo de 0,5% paveeservacdo da cor. Apds o tratamento
térmico, o produto devera ser armazenado a umaetatypa de refrigeracdo (2 a 5°C) ou
congelamento (-18°C).

3.2. Verificagao da eficiéncia da pasteurizagao dwo

A pasteurizagdo do ovo integral é baseada na temopare no tempo que sdo requeridos para
eliminar bactérias patogénicas, coBalmonellaspp., e outros micro-organismos deteriorantes,
sem que afete as propriedades nutricionais doMuoetlfy, 1970). Dessa maneira, € importante

para a garantia da inocuidade alimentar asseg@fégi@ncia do tratamento térmico.

Testes enzimaticos de verificagdo da eficiéncipaddeurizacdo séo eficientes, pois apresentam
resultados satisfatorios e rapidos para a indudddaém, para que esses testes bioquimicos
baseados na inativagdo enzimatica tenham bonda#ssilé necessario que a enzima seja um
constituinte natural da matriz analisada, que aatesacdo da mesma pelo calor ocorra em uma
reacdo de primeira ordem e que sejam conhecidpsssdveis interferéncias da metodologia
executada (Brooks, 1962).

A enzima alfa-amilase € um constituinte naturabdo e apresenta significativa concentragéo
no ovo integral. Sua inativacdo ocorre pelo trataméermico em reacdes de primeira ordem,
ou seja, a medida que aumenta a temperatura deupaatdo tem-se a desnaturacdo dessa
proteina. No entanto, essa desnaturagdo podetakotoparcial dependendo do bindmio de
temperatura e tempo aplicado (Brooks,1962).

Shrimptonet al. (1962) avaliaram as condicfes de aquecimento sé&das para inativar a alfa-
amilase no ovo integral e elimindalmonella entericasp.Entericasorotipo Senftenberg, que
foi experimentalmente inoculada nas amostras testa@s pesquisadores observaram que
quando as amostras de ovo eram submetidas ao bingssteurizacdo de 64,4°C por 2,5
minutos ocorria a completa eliminacdo desse miogaydismo assim como a inativacao
enzimatica total.

Muthy (1970) analisou a inativacdo da alfa-amilageovos integrais e gemas com adicao de
sal ou acucar, quando submetidos a diferentes lirséae temperatura e tempo. O pesquisador
observou que quando os ovos integrais e seus desvaram tratados termicamente em
parametros preconizados pelo Food and Drug Admétish (FDA) (60°C por 3,5 minutos) a
alfa-amilase ndo era totalmente inativada, excetando a gema estava acrescida de sais
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cloretos. Sendo assim, o0 autor sugeriu que a agdivalfa-amilase poderia ser estimulada pela
adicdo de ions cloretos a matriz alimentar traloiha

A reacdo para formacdo do complexo amido-iodo costepior observacdo da coloracdo da
solucdo era o0 método utilizado para avaliacéo ig@atle da alfa-amilase, sendo, portanto uma
andlise qualitativa. Esse método tem como basecdade amido ao ovo para que a enzima
alfa-amilase quando presente possa degrada-lo. #ms pasteurizados a temperaturas
superiores a 64,4°C por 2,5 minutos, a enzimaaatfdase esta inativa, ndo ocorrendo, portanto
a degradacdo do amido. Sendo que esse substraté pstsente para complexar ao iodo e
formar um composto de coloracdo azul-violeta. Namio, Murthy (1970) adaptou essa técnica
ao utilizar um espectrofotébmetro e verificar de memindireta a atividade da enzima em ovos
integrais ndo pasteurizados e pasteurizados.

Ball e Cotterill (1971) avaliaram a atividade daziera catalase presente no albumen
mensurando a degradacdo de peroxido de hidrogésses autores constataram que a catalase
apresenta pH 6timo de 7,8 e o binbmio temperatutango de 60°C por 1,5 minutos é
suficiente para reducdo da atividade enziméticdb@¥. Contudo, essa enzima € inativada ao
contato com contetido da gema, comprometendo esgaig@ em 0vosS integrais e gema.

Hansen (1971) avaliou, com auxilio de um espedidafetro, a atividade da enzima B-N-
acetilglucaminidase frente a um substrato exégeris pasteurizacdo do ovo (60°C por 3,5
minutos). O autor relatou uma reducdo de 60% dédatle dessa enzima apds o tratamento
térmico, no entanto sua presenca é limitada aonahlisendo a pesquisa prejudicada na
presencga da gema.

Alguns estudos relatam a presenca da fosfatasknalega ovo. No entanto, esta enzima é
desnaturada a 60°C por 20 minutos ou a 70°C pom&tas e, a utilizagdo desses binémios
temperatura e tempo para a pasteurizacdo do owwideso cozimento do mesmo, o0 que
inviabilizaria a pesquisa desta enzima como indicath eficiéncia do tratamento térmico
(Staldeman e Cotteril, 1995).

N&o existem publicacfes recentes que avaliem cegpsamento térmico de ovos através da
termossensibilidade enzimatica e, a verificacdoinddivacdo da enzima alfa-amilase pela
avaliagdo colorimétrica do complexo amido-iodo énatodologia aceita pela comunidade
cientifica para determinar que o tratamento térndi@amatriz ovo pasteurizado foi superior a
64,4°C por 2,5 minutos.

3.2.1. Enzima alfa-amilase

A alfa-amilase € uma enzima que hidrolisa as ligagdl,4-glicosidicas de moléculas de
amido, glicogénio e outrog-1,4-glucanos, liberando, primeiramente, oligosddeas de 6-7
unidades de glicose e, posteriormente, acucaresored (como por exemplo: a maltose). Essa
enzima é um polipeptidio simples com cadeia de xpeamente 470 aminoacidos de
sequéncia conhecida, peso molecular de 53 kDa é@maéxtividade em pH de 7,5. A alfa-
amilase contém um ion de Tgor molécula, que apenas confere estabilidadendéda e
terciaria a molécula ndo havendo evidéncias deodl&" tenha funcéo direta na transformacéo
do substrato. A hidrédlise de polissacarideos amméc produz amilose, amilopectina,
maltotriose e maltose (Lotterman, 2012).
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A cadeia polipeptidica dessa enzima pode ser diavidim trés dominios, A, B e (€Eig. 1). O
dominio A é o mais conservado em todas as fanuéeaafa-amilase e sua fungéo esta associada
ao sitio ativo da enzima. O dominio B forma grapdde da ligacdo com o substrato, confere
flexibilidade a molécula e presume-se que seja itapte para a especificidade de substrato. O
dominio C esta associado a estabilizacéo da ligag@ima-substrato (Janeet#l., 1997).

A enzima alfa-amilase j& foi isolada de diversoese®ivos incluindo plantas, animais e micro-

organismos, como fungos e bactérias, sendo queeezsaa tem funcdo importante sobre o

metabolismo de carboidratoByrhanet al, 2003).A adi¢do dessa enzima em ragéo de frango
de corte € capaz de promover incrementos enérgiots em energia metabolizavel quanto em
energia digestivel aos animais. No entanto, ndedhddos que retratem a importancia desta
enzima no ovo, contudo a sua maior concentracagens pode evidenciar uma importante

funcdo para o fornecimento de energia duranteeadaslesenvolvimento embrionéario das aves
(Brooks, 1962; Oliveira, 2012).

Dominio B Dominio A Dominio C

Figura 1 Estrutura tridimensional da alfa amilasgaaizada em trés dominios.
(adaptado Lotterman, 2012)

3.2.2. Complexo amido-iodo

A formacé@o do complexo amido-iodo de coloracdo amiketa se baseia nas caracteristicas
estruturais das moléculas de amido. O amido com@is tipos de polimeros da glicose, a
amilose e a amilopectina. O primeiro consiste d#eies longas de alto peso molecular em
estrutura helicoidal, ndo ramificadas de unidade®dlicose conectadas por ligagbes-(4).

A amilopectina também tem uma alta massa molecp@aém, ao contrario da amilose, ela é
altamente ramificada (Nelson e Cox, 2002).

Essas moléculas de alto peso molecular podem sefagbes de complexac¢édo, com formagéo
de compostos coloridos. Esse € o tipo dereacad@cp@ece entre a amilose e a amilopectina
com o iodo, resultando em complexo azul e vermelbldceo, respectivamente, sendo a
intensidade dessas cores dependente da apresentagda doiodo @ I3 e k).O

aprisionamento do iodo no interior da hélice forengmtla amilose favorece a formacdo de
composto mais estavel e com coloragdo mais intepsando comparado aos compostos
formados a partir da ligacdo amilopectina e iodus @mmilopectina ndo apresenta estrutura
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helicoidal. A combinacdo das cores formadas arpdaticomplexacdo de polimeros da glicose
do amido e o iodo determinam coloracéo final comd-gioleta (Saenger, 1984; Nelson e Cox,
2002).

A avaliacdo da coloracdo do complexo amido-iodm$petalores de absorbancia obtidos por
espectrofotometria € uma metodologia indicada p€ladex Alimentarius(1974) para
verificagdo da pasteurizacdo de ovos integrais afsep que adotam o binémio tempo e
temperatura superior a 64,4°C por 2,5minutos.

3.2.3. Espectrofotometria e avaliacdo da atividadenzimatica

O principio fundamental dos métodos de absorcaatiaivos é a comparacdo da quantidade
de energia radiante de determinado comprimentande, aue € absorvida por uma soluc¢ao do
produto em andlise, e a quantidade de energia cpiesérvida por uma série de solucdes
padrdes (Willarcet al, 1979).

A espectrofotometria € um método 6ptico para medigdantitativa das propriedades de
reflexdo e absorcéo de uma substancia apos agdice um feixe de luz em comprimento de
onda conhecido. Essa metodologia é fundamentadaisate Lambert e Beer. Segundo a lei de
Lambert, a intensidade da luz emitida diminui exgmialmente quando a espessura do meio
absorvente aumenta aritmeticamente e, segundada Beer, a intensidade de um feixe de luz
monocromatico diminui exponencialmente quando acewotnacdo da substancia absorvente
aumenta aritmeticamente. A Lei de Lambert-Beer Base matematica para as medidas de
absorcao de radiacdo por amostras no estado skidjdmo ou gasoso. Dessa maneira, para a
mensuracdo da absor¢do da radiagcdo em determir@mdprimento de onda, utiliza-se a
seguinte férmula: A= log(lo/l) sbc, sendo que A é absorbancia, lo é a intensidadadiacéo
monocromatica que incide na amostra e | é a irdadsida radiacdo que emerge da amostra. A
absortividade molaref € uma grandeza caracteristica da espécie abssnarno valor é
dependente do comprimento de onda da radiacdoemeidO termo ¢ € a concentracdo da
espécie absorvente e b, a distancia percorridafpile através da amostra (Rocha e Teixeira,
2004).

Na espectrofotometria sdo usados instrumentoddsts & medida da energia radiante emitida
ou absorvida por cada substancia pesquisada. Atenaslisada absorve certa fracdo da luz
incidente e transmite a fracdo restante. A luzstrdtida sensibiliza um detector que a
transformard em um sinal elétrico; este é enviadm amplificador, que vai intensificar o sinal
proveniente do detector. Pelo sinal elétrico, éesga a concentracdo da substancia pesquisada
(Willard et al,, 1979; Skoogt al, 2002).

Os espectrofotbmetros sdo compostos por uma fentadiacdo continua, um monocromador
para selecionar o comprimento de onda, um detga®rconverte a energia radiante em sinais
elétricos e um dispositivo que faz a leitura deeditr. A fonte mais comum empregada para a
regido visivel € a lampada incandescente de filtanele tungsténio e para a regido do
ultravioleta é usada a lampada de deutério. Os anonm@adores restringem a radiagdo que iréa
incidir sobre a amostra e podem ser usados paagfieafidade: prismas, grade de difragdo ou
filtros pticos. Os detectores podem ser seletosdo seletivos. Para regido UV/visivel do
espectro, sdo usados detectores fotoelétricoss@maletectores seletivos, isto é, sua resposta
varia com a frequéncia da radiacao incidente (Ganis1994, Reis, 2006).
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A utilizacdo da espectrofotometria para verificagho atividade de enzimas € uma prética
comum na rotina laboratorial. Murthy (1970) analisoatividade enzimatica da alfa-amilase em
ovos integrais e concluiu que a enzima estava aiwaovos ndo pasteurizados. Cddex
Alimentarius (1974) recomenda a avaliacdo da pasteurizacdovae quando realizada sob
binbmio tempo e temperatura acima de 64,4°C poni2ghos, por analise espectrofotométrica
da coloragdo do complexo amido-iodo em um compricmda onda de 585nm. No entanto, séo
poucos os trabalhos que relatam o comportamensadgrima em diferentes temperaturas de
pasteurizacéo.

3.3. Contaminacédo de ovos pasteurizados

A contaminacdo do ovo em casca pode iniciar duranfermacdo no ovario ou oviduto,
podendo ser considerada de origem congénita (@Briic quando h& penetragdo através da
casca, apés a postura, sendo chamada de contamiecagenital (horizontal) (Stadelman e
Cotterill, 1995).

O ovo pasteurizado pode ser contaminado de vériaseinas, incluindo contaminacéo

microbiana da matéria prima, falta de controleéngio sanitario no equipamento de quebra,
binbmios temperatura e tempo inadequados paraupasigho ou por contaminacdo pés-
processamento. Desta maneira, combinacdo entrenhig¢do, aquecimento e embalagem
asséptica € que vai determinar a vida de pratefleirproduto (Hara-Kudo e Takatori, 2009;

Rivoal et al, 2009).

3.4. Parametros microbioldgicos para ovos pasteuazos

A legislacdo dos Estados Unidos regulamentou aémgig de uma pasteurizacdo apropriada
para todos os ovos processados (FDA, 1971) e, dessa, conseguiu garantir a queda da
incidéncia de contaminacao pgalmonellaspp. e, consequentemente, a reducédo de salmonelose
associada a ingestéo deste produto. Além da pespoiSalmonellaspp. (auséncia em 25mL),
os Estados Unidos também preconizam a pesquisaiaie-onganismos mesofilos aerobios,
com contagens maximas dél10nidades Formadoras de Coldnias (UFC)/mL, e ayssaie
coliformes totais, com contagens inferiores a 10Cl#L em ovos pasteurizados
(USDA,2004).Parametros microbiolégicos semelhantambém sdo preconizados pela
Comunidade Europeia para essa matriz alimentagrmdigtando auséncia @&almonellaspp. e

de Staphylococcus aurewsn 25mL e 1mL,respectivamente. Limites infericaesd UFC/mL
para micro-organismos mesofilos aerébios & UBC/mL para micro-organismos da familia
enterobacteriaceae (CEE, 1989).

No Brasil, sdo duas as legislacbes que preconizaranetros microbioldégicos a serem
analisados em ovos pasteurizados. A Portaria n60MAPA (Brasil, 1990) determina que o
ovo integral pasteurizado fornecido pela indusiese apresentar contagem maxima de micro-
organismo mesodfilos aerdbios igual a 5,0 XWBC/g, auséncia de coliformes termotolerantes e
Staphylococcus aureusm 1g de ovo e auséncia 8almonellaspp. em 25g de ovo. Ja a
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISAQue fiscaliza o comércio varejista,
determina a contagem de 5xLIFC/mL deStaphylococcusoagulase positivo;1,0 UFC/mL de
coliformes termotolerantes e auséncicgsdémonellaspp. em 25 mL (ANVISA,2001).

Segundo Stadelman e Cotterill (1995), a qualidadebioldgica final do ovo integral pode ndo
ser adequada se a contagem bacteriana inicialftotatima de 5.000 micro-organismos/g e o
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processo de pasteurizacdo pode reduzir essa conggay@ 1.000 a 500 micro-organismos/g.
Porém, segundo os mesmos autores, se forem ubdizawbs frescos para a pasteurizacéo, a
contagem bacteriana esperada sera menor do queid@lorganismos/g no produto final.

Jay (2005) afirmou que a resisténcia ao calor é@mgpianto mais alta a concentracdo de um
micro-organismo em um determinado substrato. Edtedugere que o mecanismo de protegéo
térmica por grandes populacdes microbianas ocewiglal & producdo de substancias protetoras
excretadas pelas células. O autor relatou que evadds concentracdes microbianas aumenta-
se a possibilidade de os micro-organismos regista® aguecimento, pois, nesses casos, ha
uma maior chance da presenca de bactérias corarddergraus de resisténcia natural ao calor.

Com o objetivo de avaliar a eficiéncia da lavagems dvos na reducdo da contaminacgao
microbiologica do ovo integral pasteurizado, Aragdegro et al. (2005) coletaram amostras de
ovos integrais, provenientes de dois tipos de ggaraentos (ovos lavados e ovos néo lavados),
em trés pontos da linha de producdo: maquina dérgueanque de estocagem e apoés
pasteurizacdo. Os resultados demonstraram quependentemente do emprego da lavagem
dos ovos anteriormente a quebra, o tratamento dérifai eficiente para a inativacdo de
Salmonellaspp. e reducdo da populagéo de micro-organismodfinesaerdbios.

Régo et al. (2012) avaliaram a qualidade microbioldgica de sowategrais pasteurizados

refrigerados, obtidos de dois tipos de matéria-grim ovo comercial (ovos produzidos por
galinhas poedeiras) e o ovo galado (ovos fértetglymidos por matrizes pesadas). Estes
pesquisadores concluiram que os ovos integraisigmlpasteurizados, por serem obtidos em
condicBes higiénicas piores, apresentaram qualiddddor a dos ovos integrais comerciais
pasteurizados e que o periodo de validade destetutps poderia ser de sete e 14 dias,
respectivamente.

3.5. Microbiota de ovos integrais pasteurizados

Alguns micro-organismos sdo comumente encontradasiorobiota de ovos integrais, como
por exemplo: Alcaligenes Escherichia Flavobacterium, Staphylococcus e Salmone(la.
armazenamento dos ovos integrais sob refrigerd&3QG) antes da pasteurizacdo tem como
objetivo reduzir a proliferacdo de alguns microamigmos, principalmente os mesofilos. No
entanto, temperaturas de refrigeragdo nédo inibencrescimento de micro-organismos
psicrotroficos. Estes Ultimos apresentam a capdeida crescerem em temperaturas inferiores
a 7°C independente da temperatura 6tima de desemeoito da bactéria. Géneros bacterianos,
como: Pseudomonas Proteusenquadram-se nessa classificacdo. Esses microigmyzs sao
produtores de enzimas proteoliticas e lipolitieambresistentes, que interferem negativamente
na composi¢cao nutricional de alimentos. Dessa manaipresenca dessas enzimas contribui
para reducdo da vida de prateleira dos produtosentares. A presenca desses micro-
organismos psicrotréficos em alimentos refrigeragode ser um indicativo do processo de
deterioracdo de alimentos refrigerados (Stadelma@otterill, 1995; Delves-Broughton and
Board, 2000; Cox, 2001; Ricle al, 2001, Franco e Landgraf, 2008).

A pasteurizacdo de ovos integrais € eficiente par@ducdo de muitos micro-organismos
patogénicos e deteriorantes, entretanto, outrosoroiganismos sao resistentes ao calor, o que
0s caracteriza como a principal microbiota encalatram ovos pasteurizados. Dentre estes
micro-organismos resistentes ao calor sdo citadoslas género8acillus e Micrococcus
(Franco e Landgraf, 2008).
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A seguir sdo apresentados os principais micro-isgars que podem ser encontrados em ovos
integrais.

3.5.1. Micro-organismos mesofilos aerébios

Os micro-organismos mesofilos aerdbios séo claasifis como sendo um grupo de bactérias
capazes de se multiplicar entre temperaturas d€ 20245°C, sendo o intervalo 6timo de
crescimento de 20°C a 30°@acillus Clostridium, Corynebacterium, Micrococcus
Streptococcussdo exemplos de micro-organismos deste grupo enpag veiculadas por
alimentos (Jay,2005, Franco e Landgraf, 2008).

Os micro-organismos mesofilos aerdbios apresentaatieristicas distintas quanto a viruléncia
para infectar seres humanos. Dessa maneira, negge godem ser encontradas bactérias
altamente patogénicas assim como outras que s{besimente deteriorantes. Uma contagem
elevada desses micro-organismos em ovos integodis ger consequéncia do uso de matéria
prima contaminada, processamento insatisfatéricamuoazenamento prolongado (Franco e
Landgraf, 2008).

As contagens de micro-organismos mesofilos aerébiemmn ovos ndo pasteurizados
normalmente variam de 1@ 16 UFC/g. Quando esses resultados s&o superioresFdig
pode-se sugerir a ocorréncia de falhas durante@cepsamento dos ovos. Estas falhas podem
ocorrer nos processos de lavagem que permite araukbovos que possuem cascas com
sujidades. Por outro lado, quando a contagem paréplaca de micro-organismo mesofilos
aerdbios for superior a 5x10UFC/g em ovos pasteurizados, problemas quanto ao
armazenamento do produto apds o tratamento térdeeem ser verificados e solucionados
(Rickeet al, 2001; Oliveira e Oliveira, 2013).

As bactérias pertencentes aos gértmateus e Pseudomonadlo mais comumente
representadas por cepas psicrotroficas. No entaristem relatos de cepas mesdéfilas desses
géneros bacterianos que quando em elevadas quiegigadem causar toxinfeccdo alimentar
(Franco e Landgraf, 2008).

Dias et al(2002) avaliaram a qualidade microbiolégica de 18&s de ovos integrais
refrigerados antes e apds a pasteuriza¢do solmioide 65°C por 3,5 minutos. Esses autores
observaram variagdes nas contagens de micro-omgasisnesofilos aerébios, com valores
méaximos de 2,4 x TOUFC/g e 1,2 x 1D UFC/g em ovo cru e ovo pasteurizado,
respectivamente. Os autores concluiram que a pastglio apresentou-se eficiente para esse
parametro microbiol6gico, pois as contagens dessieso-organismos mesofilos em ovos
pasteurizados foram inferiores ao valor preconizzala legislacéo brasileira.

Régo et al. (2012), avaliaram a qualidade microbiologica d®sointegrais pasteurizados
refrigerados obtidos de dois tipos de matéria-prionavoin naturacomercial e o ovo galado
em diferentes periodos de armazenamento ( um,lge21 dias). Os autores observaram que
ao 21° dia de armazenamento 12,5% dos ovos insegpaierciais pasteurizados apresentavam
contagens de micro-organismos mesofilos aerobipsrswes aos limites preconizados pela
legislacdo. Todos os ovos integrais galados pastelns j4 apresentavam contagens de
mesofilos superiores a 8,7R1I0FC/g ap6s sete dias de armazenamento.
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3.5.2. Coliformes totais e termotolerantes

Os coliformes sdo membros da famHBiaterobacteriaceaegque inclui bactérias Gram-negativo
na forma de bastonetes retos, ndo esporogénica,Ghias facultativas e oxidase negativo. O
géneroEscherichia juntamente com os génerBaterobacter, Citrobacter e Klebsie)lfazem
parte deste grupo. Esses micro-organismos habitarat@ intestinal do homem e de outros
animais de sangue quente, entretanto, espéciesgé@uarosEnterobacter, Citrobactere
Klebsiellapodem persistir e se multiplicar por longos perfodm ambientes néo fecais. Eles
séo capazes de fermentar a lactose com produggé@sgdem 24 a 48 horas a 35°C. O indice de
coliformes totais é utilizado para avaliar as cofds sanitarias, sendo que altas contagens
significam contaminacdo pos-processamento, limpezaanitizacbes deficientes, tratamentos
térmicos ineficientes ou multiplicacdo durante ocpssamento e estocagem (Vanderzant e
Splittstoesser, 1996; Delazari, 1998; Jay, 2005a&i al, 2007).

Os coliformes termotolerantes, comumente chamadaliformes fecais, fazem parte de um
subgrupo dos coliformes totais. Eles apresentammgode bastonetes, sdo Gram-negativo,
anaerodbicos facultativos, ndo formadores de espoifiesmentam a lactose produzindo acido
latico e gas a temperatura de 44,5°C a 45,5°C.r@erg&scherichiaé o melhor indicador de
contaminacao fecal, ou seja, de condicdes higiéaoitarias deficientes (Jay, 2005).

A contaminagdo do conteudo interno do ovo pelachiota da casca é muito comum, sendo
por isso importante discriminar a grande variediabactérias Gram-positivo e Gram-negativo,
incluindo coliformes que podem ser carreados pakca Contagens de coliformes totais
superiores a TOUFC/g em ovos integrais antes da pasteurizacadnsizativos de elevada
contaminacgdo do conteudo interno do ovo por coliées provenientes da casca, assim como
altas temperaturas de estocagem deste produtodmnpessteurizacdo. Contagens de coliformes
totais em ovos pasteurizados superiores a 10 UB@jgrem a baixa qualidade da matéria
prima utilizada, e, também, a possibilidade de woataminacdo apds tratamento térmico
(Stadelman e Cotterill, 1995; Rickeal, 2001; Anprasertporn,2009)

Diaset al(2002) avaliaram a microbiota de 33 lotes de ovegral, antes e depois do
tratamento térmico pela pasteurizagdo (65°C porndrutos). Eles encontraram contagens
maximas de coliformes totais superiores a 1100 M ovos ndo pasteurizados, enquanto
que em 53% dos ovos pasteurizados as contagenggsesa micro-organismos foram de 0,3
NMP/g. Os mesmos pesquisadores relataram que #&sgeos de coliformes termotolerantes
foram menores que 0,3 NMP/g em todas as amostragodepasteurizados, diferentemente dos
ovos antes da pasteurizacdo que apresentaram eontagixima desses micro-organismos
superior a 1100 NMP/g.

3.5.3.Staphylococcus spp.

O géneroStaphylococcupossui 47 espécies e 24 subespécies sendo qudas7pddem ser
isoladas de amostras biolégicas humanas. Esses-anganismo sdo cocos Gram-positivo, em
forma de cachos irregulares, imoveis, ndo formadate esporos, catalase positivo e séo
anaerobios facultativos. Geralmente, estdo amplardistribuidos na natureza e fazem parte
da microbiota normal da pele e de outros sitiogéaniaos do homem e de outras espécies
animais. A partir dessas localiza¢des, o microsugyao pode contaminar o alimento direta ou
indiretamente (Klooét al, 1991; Konemaset al, 2001; Jay, 2005; Euzéby, 2014).
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Staphylococcugstdo divididos em dois grupoStaphylococcusoagulase positivo (SCP) e
Staphylococcusoagulase negativo (SCN). SCP sdo capazes de produz enzima chamada
coagulase, que é responsavel pela conversao dmofjgnio do plasma sanguineo em fibrina.
Pode-se destacar neste grigiaphylococcus aureuStaphylococcus delphinstaphylococcus
intermedius Staphylococcus schleifeg algumas cepas @&taphylococcus hyicu§&CN inclui
todas aquelas espécies que ndo produzem a enziragulase. Neste grupo se
enquadrar8taphylococcus epidermidiStaphylococcus simulanStaphylococcus capitidentre
outros (Madigaret al, 2004; Bannerman e Peacock., 2007).

A intoxicacdo estafilococica é resultante da irfesde alimentos contaminados por
enterotoxinas estafilocécicas (SE), termoestaveig;formadas, produzidas por linhagens
enterotoxigénicas de estafilococos coagulase positie negativo, principalmente
Staphylococcus aureudurante sua multiplicagdo no substrato. Uma Uoéa deS. aureus
pode produzir mais de um tipo de enterotoxinas gue,quantidades inferiores agl ao
chegarem ao intestino sé@o rapidamente absorvigasje implicar no aparecimento dos
primeiros sintomas de intoxicacdo (ndusea, vOmidasyreias, espasmo intestinal, prostacao,
pressao baixa e temperatura subnormal) em poucas (Garmo, 2001; Freita al, 2004,
Cunhaet.al, 2006, Hennekinnet al, 2007; Ombui e Mathenge, 2007; Oliveira, 2011).

Régoet al (2012), utilizando como matéria-prima ovos gata@ocomerciais, avaliaram a
gualidade microbioldgica do ovo integral pasteutizaefrigerado armazenado por até 21 dias.
Estes pesquisadores encontraram 4,16% de amostrasval pasteurizado positivas para
Staphylococcuscoagulase positivo em ovos comerciais, enquant® @m ovos galados a
presenca deste micro-organismo nas amostras ft8,866.

3.5.4.Salmonella spp.

As bactérias do géner&almonella que sdo micro-organismos pertencentes a familia
Enterobacteriace@do bacilos Gram-negativo, anaerobios facultativosesofilos, com
temperatura 6tima de crescimento entre 35°C a 3E$3as bactérias sdo relativamente
resistentes ao calor e as substancias quimicatyzem acido e gas a partir da glicose e outros
carboidratos e, geralmente, ndo utilizam lactosgcarose (Jay, 2005; Euzeby,2014).

Esses micro-organismos resistem meses no ambierie,sdo sensiveis a luz solar e aos
desinfetantes mais usados, tais como fendis, @erad iodados. S&o bactérias moveis,
excetuando algumas cepas $almonellaespecificas das aveSgmonella entericaorovar
Pullorum, causador da puloroseSe entericasorovar Gallinarum causador do tifo aviario)
(Oliveira, 1995). Assim como outras bactérias pamicps, as salmonelas possuem fimbrias e
estruturas associadas que estdo relacionadas aoadesolonizacdo de superficies, sendo
importantes na interagdo bactéria-hospedeiro, ngispgncia ambiental, na formacdo de
biofilmes e na colonizacéo e invasao de célulakg@iet al.,2007).

A identificacdo das diferentes sorovaresSmonellaé bastante importante no ambito dos
estudos epidemiologicos. Isto porque, nem todosasvares deste micro-organismo Sao
patogénicos para o homeamonellague acometem exclusivamente o homenSségphie
S.Paratyphi, patégenos da febre tifoide e paratifaigigpectivamente. Alguns sorvares, embora
sejam hospedeiros de outros animais, podem tamtfé@estar o homem, como por exemp®:
Enteritidis, que é a princip&almonellaassociada a contaminac¢éo de alimentos (Qeifirat,
2005).
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Estudos epidemiologicos associaram os surtos adeosalose humana ao consumo de ovos
contaminados e seus derivados e, o fato de queassaous séo utilizados para producéo de
maionese caseira, por exemplo, deve ser consideNal@stado do Parand ocorreram 217
surtos de salmonelose no periodo de 1999 a 200do spie &. Enteritidis foi identificada em
87,0% e 89,8% das amostras isoladas de paciemtesakmentos envolvidos nesses surtos. A
constatacdo de que 47,0% dos surtos ocorridos pesgelo foram causados por alimentos
elaborados a base de ovos evidencia o risco patane esse alimento pode representar para a
saude publica (Kottwit al, 2008).

Aragon-Alegronet al (2005) avaliando a presenca 8almonellaspp. em ovos integrais

pasteurizados ndo verificaram a presenca dess®-origanismo. No entanto, Hara-Kudo e
Takatori(2009) encontram 1,7% de amostras positdaaa Salmonellaspp. em ovo integrais

pasteurizado no periodo de 1992 a 2002 no Japéao.

Jakaitnéetal(2014) investigaram a influéncia de trés paramsefffempo, temperatura e
concentracdo de NaCl) sobre a sobrevivénciaSdenonellaEnteriditis em ovos integrais
pasteurizados. A temperatura do tratamento térmi@mu entre 50°C e 58°C.O tempo de
pasteurizacdo foi avaliado no intervalo de 30 — 24@undos e a concentragdo de NaCl variou
de 0-12%. A melhor condicdo para reducdo na comtadge bactéria foi a 58°C com 0% de
NaCl com um tempo de aguecimento de 120 segundos.

4. Material e métodos

4.1. Amostragem

As amostras de ovos integrais foram fornecidasupw inddstria de ovos-produtos, fiscalizada
pelo Servico de Inspecdo Federal, localizada n@mezgao Sul e Sudoeste de Minas Gerais no
periodo de julho a novembro de 2014. ApGs a cobeteamostras, foram enviadas em caixas
isotérmicas com gelo reciclavel ao Laboratorio @guBanca Microbiolégica em Alimentos
(LSMA) do Instituto Mineiro de Agropecuéria (IMAlpcalizado na Central de Abastecimento
de Minas Gerais, em Contagem / Minas Gerais, ooidanf armazenadas sob refrigeracéo (6 +
2°C) em refrigeradores da marca Brastemp Duplest Fieee Eletrdnico 440 e posteriormente
analisadas.

As amostras de ovos integrais foram proveniente3detes de producédo distintos. A cada lote
de producédo de ovos, e antes da pasteurizacdo ekmas, foram coletadas amostras de ovo
ndo pasteurizado (ovo cru). Apos a coleta, os ldeevos crus foram divididos em duas
porcdes, sendo uma destinada a pasteurizacdo, guasigurizador a placas, a temperatura de
60°C por 3,5 minutos e a outraparte pasteurizamla agemperatura de 68°C por 2,5 minutos,
em um equipamento tubular. Apos a pasteurizac@amfooletadas 60 amostras de ovos, sendo
30 amostras de cada pasteurizador e uma de cadddqiroducdo. Dessa maneira, 0 mesmo
lote de ovos crus eram destinados a dois bin6n@qgedteurizacdo diferentes.

4.2. Andlises laboratoriais

4.2.1. Pesquisa da atividade da alfa-amilase porpestrofotometria

A pesquisa da atividade da enzima alfa amilaseregopela quantificacdo indireta da
porcentagem de amido hidrolisado no ovo integrai. delicionada solu¢cdo de amido ao ovo
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integral e a quantificacdo do amido ndo hidrolistmiloealizada pela leitura espectrofotométrica
UV/visivel do complexo amido-iodo formado apos adigle solugéo de iodo.

A partir da absorbéncia gerada pela leitura do ¢exopamido-iodo pdde-se mensurar a
quantidade final de amido que estava complexadadieetamente estimar a quantidade de
amido que foi hidrolisado pela enzima.

4.2.1.1. Solucdes, reagentes e parametros instruness

As solucdes, os reagentes e 0s parametros instraiatilizados durante o experimento para a
pesquisa da atividade da enzima alfa-amilase fodascritos por Murthy (1970), sendo
admitidas adaptacbes em conformidade aos paramgtop®stos peldCodex Alimentarius
(1974).

Os reagentes utilizados para a pesquisa da enffaranailase foram Amido solGvel P.A.,Acido
Tricloroacético (TCA) P.A., lodo P.A. ressublimadodeto de Potassio P.A.. Todos esses
reagentes eram da marca Synth (Diadema, Brasil).

A solugéo de amido 1% (pH 7,3) foi preparada dissalo 0,59+0,005g de amido soluvel P.A.
em 50mL de tampéo fosfato-salino 0,02M. Esta soldg@aquecida a temperatura de 90°C +
2°C para a solubilizacdo completa do amido.

O TCA, utilizado na etapa de extracao, foi preparaconcentracdo de 15%. Para o preparo
dessa solugdo foram dissolvidos 150g de TCA P.Alknde 4gua destilada. A solucao foi
armazenada sob refrigeracdo, a 6°C em refrigerddomarca Brastemp Duplex Frost Free
Eletronico 440(Sao Paulo, Brasil).

Foram preparadas duas solu¢des de iodo (Murthyd)19&ndo uma solucdo estoque e uma de
adicdo, em razdo da sua volatilidade e possivelf@r€ncia nos resultados finais. Para o
preparo da solucéo estoque foram pesadosl2, tgldeue foram dissolvidos em uma solucdo
de iodeto de potéssio (25g de iodeto de potas3ibral de agua destilada), posteriormente, o
volume total foi completado para 1 L (solucdo 0,1Rgra a solucéo de adi¢do 0,25g de iodeto
de potéassio foi acrescentado a 1mL da solucdoddedstoque que foi completada para 100 mL
com agua destilada.

O espectrofotdmetro UV/visivel Biospectro sp22 nan(Curitiba, Brasil) foi utilizado para
obtencéo das absorbancias da curva padréo e dagasrapos o preparo das mesmas.

4.2.1.2. Analise da atividade enzimatica por especfotometria UV/visivel

Para a avaliacdo da atividade da enzima alfa-aenfi@isutilizado o protocolo proposto por
Murthy, 1970 adaptado.

Foi pesado em duplicata 0,59 + 0,0005g de cadateanqae foi acrescida de 0,250mL de
solucdo de amido 1% (equivalendo a 2,5mg de anmuigtia) preparada em solugcéo de PBS
0,02M com pH final 7,3. As amostras foram incubagtasbanho de agua quente a 44°C por 30
minutos. Esse tempo associado a um pH da solucd@d&io necessarios para que a enzima,
guando presente, consiga agir sobre o substraidqam
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Apbs essa etapa, as amostras foram imediatameldeadas em um banho de gelo
temperatura média de -19r dois minutc com o intuito de interromper a acdo da enz
Posteriormente, foi acrescentadomL de &cido tricloroacético 15%, e wlume de cada
amostra foi completado com 9 mL de agua destiladzent (90°C)e 9 mL di agua destilada
fria (5°C). De acordo com Murthy (1970) estes pdirentos subsequentes causar
inativacdo enzimatica e unifoizam em todas as amost&g8¢ao enzimatica, ou sea agdo da
alfa-amilase sobre o amideontece durante os 30 minutos da edo banho em agua a 44
por 30 minutos.

ApOs a inativagdo enzimatica, a solugdo foi decnprl5 minutose filtrada em apel filtro
qualitativo (J.Prolab, S&o José dos Pinhais, Br. Apds esse procedimento, 4 mL do filtre
foram pipetados e acrescidos de 2 mL da solucdiodiede uso imediato. As absorbanc
foram obtidas a partir da leituem espectrofotometro UVAivel sob comprimento de onda
585nm (Murthy,1970 -daptad). A figura 2 ilustra o protocolo acima descrito pakeliacac
da atividade da enzima alfa amil:

0,5 g de ovo
+

0,250 mL de solucdode amido

u Agitar levemente

Banho maria:
44 +4- 0,5°C por 30 min

5 mlL da soluciade Decantar por 15 min
Acido tricloroacético Ellirar

+

Banho de gelo 9mL de dgua deftiladafﬂrvcnle u
Femn | A 0°C -
min . 4 mL de filtrado

9mL de agua destilada fria @

2mL de solucdo de
Pasitivo ioda

(Ha hidrdlise do amido) '
f Amarelo % @
Vermelho-raseo
Espectofotometria |Produto |
585nm /

Negativo
{ ndo ha hidrélise do amido )
Figura 2 Protocolo para [squisa da atividade da enzima alfa amiladagtado Murthy, 197

Azul-violeta

4.2.1.3. Curva padréo

O conhecimento da absorcdo de luz pela matériaférnaa mais usual de determinal

concentracdo de compostos presentes em solucaova gadréo corresponde a relagdo gr:

entre os valores de absorbia do complexo amido-iode os de concentra¢ de amido. Com
base na anadlise grafica é possivel verificar aatidade da reacdo e calcular um fatol

conversado de valores de absorbancia em concen Patanto, o objetivo dessa curva de

correlacimar as diferentes concentragées de amido adiciereadenosti de ovo pasteurizac

com a absorbancia @omplexo amid-iodo formado.

A linearidade(habilidade de um método analitico em produzirltadas que sejam diretamel
proporcionais a concentracde uma substancia em amostras numa dada faixandertoagac
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e o fator de recuperacdo (porcentagem da concéotnaal de uma substancia recuperada
durante o processo analitico) foram os dois paré@see desempenho utilizados para obtencao
da curva de regressao que relaciona a concentdecd@mido hidrolisado a absorbancia do
complexo amido-iodo obtida pela espectrofotome&iguantificacdo requer que se conheca a
dependéncia entre a resposta medida (absorbaneiajoaecentracdo do analito (INMETRO,
2003). A equagéo da reta que relaciona as duasvessié:

y=ax+b

Sendo:y = resposta medida (absorbéncia)= concentragdo; a = inclinagdo da curva de
calibragéo = sensibilidade; b = interse¢&o conxo gj quando x = 0.

A partir dessa equacdo de regresséo linear é posditer o coeficiente de determinacdd)(R
Esse valor deve ser interpretado como a proporedmdacao total da variavel dependente Y
gue é explicada pela variagéo da variavel indepgad¢ (CEE, 2002; INMETRO, 2003).

Para a elaboracdo da curva padrdo foi utilizadaasiznovo fortificada com amido. O ovo
utilizado como matriz para o preparo da curva pavBpasteurizado a 70°C por 3,5 minutos.
A escolha por esse tratamento térmico ocorreu fa@t da enzima apresentar-se sensivel a
binbmios de temperatura e tempo superiores a 64df@,5 minutos.

A linearidade foi avaliada a partir da adicdo de sencentracdes de amido (Omg, 1mg, 2mg,
4dmg, 5mg e 6mg) em ovos pasteurizados. Para caceemnacdo foram analisadas sete
repeticbes e suas respectivas absorbancias foradagbapos a leitura espectrofotométrica do
complexo amido- iodo.

O fator de recuperacdao foi estimado pelas médiagatultados das analises de trés repeticoes
em trés diferentes concentracdes (1mg, 3mg e 6tiligadas para fortificagdo das amostras de
ovos pasteurizados. A recuperacdo para cada coacgotde amido adicionada foi calculada
utilizando a seguinte férmula:

Recuperagao (%) = {(€C,)/Cs} * 100, sendo:

C1= concentracdo determinada na amostra adicionada,
C2= concentracdo determinada na amostra branco,
C3= concentracdo adicionada.

4.2.1.4. Avaliacdo de diferentes temperaturas e tgros de pasteurizacdo sobre a
atividade enzimatica

Para avaliar influéncia do aumento da temperatwaemento do tempo de pasteurizagdo em
cada temperatura sob a atividade da enzima alflseniforam utilizados ovas natura(ovos

em casca) provenientes do comércio varejista kpealforam pasteurizados no laboratério sob
condi¢cbes de temperatura e tempo controlados.

Para o procedimento de pasteurizacdo no labora#diiuotas de 5mL de um pool de dois ovos
foram pipetadas em tubos de ensaio e incubadasrelbanho de agua quente com as diferentes
temperaturas controladas (60°C,62°C ou 64,4°Clortagem do tempo de pasteurizacéo (dois
minutos e 30 segundos, trés minutos, trés minutd® segundos, quatro minutos e, quatro
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minutos e 30 segundos), iniciava quando a tempardaiamostra se igualava a temperatura do
banho. Dessa maneira, aliquotas dos mesmos o fiasteurizadas em todos os tratamentos
térmicos avaliados. Cada aliquota representavarep®icao, totalizando quatro repeticdes de
dois ovos em cada temperatura e cinco tempos deupiaacao diferentes. Periodos de tempo
superiores a quatro minutos e 30 segundos néo ftestados, pois alteragdes na viscosidade
comecam a ser facilmente evidenciadas devido atigsgdo de proteinas que ocorre quando o
ovo integral é submetido a tratamentos térmicodopgados. O controle de todas as
temperaturas nesses procedimentos ocorreu comoadeiltermdémetros de espetos digitais
(Incoterm, Porto Alegre, Brasil) e do termorregidtr do aparelho (Banho Maria TE-056, Mag
Tecnal, Piracicaba, Brasil). Todos os equipamemitzados estavam calibrados.

Imediatamente apds a pasteurizacdo no laborafériaxn realizadas analises da atividade da
enzima alfa-amilase em duplicata de acordo comtadugia descrita anteriormente no item
4.2.1.2.

4.2.1.5. Pesquisa pela atividade da enzima alfa-dase das amostras de ovos
integrais fornecidas pela industria

Apbs os testes laboratoriais para a avaliacao rd@ossensibilidade da enzima alfa-amilase a
diferentes bindmios de pasteurizacdo foi realizagesesquisa pela atividade da enzima alfa-
amilase nas 90 amostras fornecidas pela inda8Bia\{os crus, 30 ovos integrais pasteurizados
a 60°C por 3,5 minutos e 30 ovos integrais pastedos a 68°C por 2,5 minutos). A
metodologia utilizada para essas andlises foi adagle Murthy, (1970), anteriormente descrita
no item 4.2.1.2.

4.2.2. Preparo das amostras de ovos integrais foridas pela industria para
analises microbiolégicas

A abertura das embalagens foi realizada ap6s psiasgos potes plasticos com solucao de
alcool 70% e abertura destes em um campo estéitifpo ao bico de bunsen). Foram pipetas
25mL em dois sacos de homogeneizagéo estéreiso $endrimeiro saco foi acrescido junto
aos 25mL de ovo integral 225mL de salina peptoflati# e no segundo saco contendo 25mL
da amostra foi adicionado 225mL de salina peptonangonada 1 %. Posteriormente esses
dois sacos foram homogeneizados com auxilio de tem&&her (BagMixer 400,Franca), por
60 segundos, obtendo dessa maneira solucdes adgdds representativas de*10

As pesquisas por micro-organismos mesofilos aesOBMOAC, 1990), coliformes totais e
termotolerantes (AOAC, 1991) &taphylococcuspp. (Brasil, 2003) foram realizadas apos
diluicdes seriadas a partir da diluicio' I amostra em salina peptonada 0,1%. Em ovos crus,
a primeira diluicdo para anélise de estafilocoensagar Baird Parker foi de 40\ pesquisa por
Salmonellaspp. (AOAC, 2005) teve inicio apds diluicdo da atreo em salina peptonada
tamponada 1%.

Para as andlises de micro-organismos mesofilos biasr6foram empregadas placas
Petrifilms™Aerobic Count Platé3M™ St. Paul, MN, USA), essas placas foram indalsaem
estufa a 36°C+ 1°C por 48 horas. As diluigcBes astdas na pesquisa por estes micro-
organismos foram 1910?, 10% 10* abrangendo assim, possiveis resultados fora atir§es
da legislacdo. A contagem final desses micro-osyaos foi realizada pela enumeragédo de
colbnias vermelhas.
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As pesquisas de coliformes totais e termotoleraritdgam realizadas pelo método de
Petrifilm™E. coliColiformCount Plates (3M™, St. Paul, MN, USA) wdo pela AOAC
991.14. Essas placas tiveram diluicdes dé 4A0% as placas foram incubadas a 36°C+ 1°C
por 48 horas. A contagem de coliformes totais édiaf baseando-se na presenca de coldnias
vermelhas associadas as bolhas de gés, enquaifbonces termotolerantes apresentaram-se na
forma de colbnias roxas associadas as bolhas de gas

A pesquisa d&taphylococcusppfoi realizada de acordo com a Instrucdo Normati/é2y do
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecime(®APA). A espécie deS.aureusse
distingue das demais pela positividade em provasoca coagulase, DNAse termoestavel e
reducdo do telurito (Bannerman et al., 2007). Agpesa desse micro-organismo em alimentos
se baseia na inoculacdo das diluicbes desejadadgamBaird Parker, em que a presenca
S.aureugeduz anaerobia e aerobicamente o telurito desgiotgproduzindo colbnias negras. A
suplementacdo desse agar com gema de ovo poasibidrificacdo das atividades proteoliticas
e lipoliticas doS.aureus devido ao aparecimento de um halo de transparé&naim outro
branco de precipitacdo ao redor de uma colonipentsamente (Reginald e Gayle, 2001).
Embora o agar Baird Parker apresente alta selatieidpara micro-organismos do género
Staphylococcyseste meio de cultura também €& susceptivel accioresto de bactérias
invasoras. Essa contaminacao varia conforme a biateoinicial do produto analisado.

Para pesquisa dgalmonellaspp. foi empregada a metodologia imunoenzimatiag Linked
Fluorescent AssayELFA) pelo equipamento Vidas™30 (bioMeriéux, Hazmd, Missouri,
USA). Para tanto, apos incubar por 24 horas a 2baliquota de 25 mL da amostra que foi
adicionada a 225 mL de uma solucdo de salina papsori%, 0,1mL desta solucdo foi
transferido para um caldo de enriquecimento espec# incubado por 24horas a 41,5°C.
Posteriormente, 0,5mL da solucédo foi transferidoapbarretas especificas de andlise de
Salmonellaspp. e analisado pelo sistema Vidas™30 que efetaa kéituras de fluorescéncia
pelo sistema Optico para cada andlise. A primeitarh corresponde ao branco antes do contato
do substrato com o cone. A segunda leitura é efatapds a incubacdo do substrato com a
enzima presente no cone. O calculo do Valor derétoéncia Relativo (RFV) € o resultado da
diferenca das duas medidas. O RFV obtido de cadasteené interpretado pelo sistema
Vidas®30 da seguinte forma:

Valor do Teste = RF\¥mostra
RFV calibrador

O valor teste quando inferior ao limite de detec@@0) classifica a amostra como negativa,
sugerindo-se baixas concentracdes, ou mesmo, aauskEnantigenos bacterianos.

Uma vez confirmadas, uma alcada do conteddo incules caldo seletivo das amostras
positivas paré&almonellaspp. foram estriadas em placas de 4gar RambaderiBosente, as

placas foram incubadas a 36+1°C por 24 horas. Apgsriodo de incubacao, foi verificada a
presenca de colbnias com colora¢éo vermelhas sipie®almonellaspp. As colbnias tipicas

foram estriadas em agar Sangue com alca calibradaubadas a 37°C por 24 horas. Em
seguida, as colbnias foram coletadas com o auslgiacuma alca descartavel de 0,1 mL e
suspendidas em solucéo fisiolégica (0,45%) es#bélatingir a turbidez correspondente aos
valores entre de 0,50 a 0,63 e entdo transferides gartbes GN de testes bioquimicos do
equipamento VITEK 2®. Para o ajuste de turbidez-sie necessario o emprego do
equipamento DensiCheck (bioMeriéux, Hazelwood, bliss USA). As colbnias tipicas
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também foram testadas quanto a prova do Anti-s@m mantigenos somaticos (Difco
SalmonellaO antisero).

4.3. Delineamento Experimental

4.3.1. Avaliacdo de diferentes temperaturas e tempode pasteurizacdosobre a
atividade enzimatica

O ensaio das andlises foi conduzido no delineamexperimental em blocos ao acaso em
parcelas subdivididas 3 x 5, sendo trés tempesat®@°C, 62°C e 64,4°C) na parcela e em
cinco tempos (dois minutos e 30 segundos, tréstosndrés minutos e 30 segundos, quatro
minutos e, quatro minutos e 30 segundos) de p#si€ép na subparcela. Para andlise da
influéncia temperatura sobre a absorbéancia do awmplamido-iodo foi realizada a
transformacdo dos dados e como os mesmos nao rprase homocedasticidade, foram
submetidos a analise estatistica hdo paramétaodpsos resultados comparados pelo teste de
Friedman em nivel de significancia de 0,01%. Emactamperatura, foram comparados os
tempos de pasteurizacdo, e os resultados da absm@rbdo tempo na mesma temperatura
apresentaram distribuicdo normal sendo realizadmdaise estatistica paramétrica, com as
médias comparadas pelo teste de SNK em nivel déisémncia de 5% (Sampaio, 2002).

4.3.2. Analises das amostras provenientes da inddat

O ensaio das andlises foi conduzido no delineamexpterimental em blocos ao acaso, sendo
que os blocos foram representados pelos difer@evies integrais utilizados. Foram avaliados
trés produtos, ovo integral ndo pasteurizado (oud ovo integral pasteurizado a 60°C por 3,5
minutos e ovo integral pasteurizado a 68°C porn2iftutos, com 30 repeticdes cada. Para a
pesquisa da atividade da enzima alfa-amilase e pea#iacdo das contagens de micro-
organismos mesdfilos aerobios, coliformes totaisrmotolerantes e estafilococos foi realizada
a transformacdo dos dados e como 0s mesmos naseafamam distribuicdo normal e/ou
homocedasticidade foram submetidos a andlise sigtathdo paramétrica, sendo os resultados
comparados pelo teste de Friedman em nivel defis@gmiia de 0,01%. Para avaliagdo da
frequéncia d&salmonellaspp., os resultados foram distribuidos em umddate contingéncia

e interpretados pelo teste do Qui-quadrado (Sampai).

5. Resultados e discusséo
5.1. Pesquisa atividade da enzima alfa-amilase
5.1.1. Curva padrdo e equacéo de regressao

As sete repeticdes de cada uma das seis concartrde@mido (Omg, 1mg, 2mg, 4mg, 5mg e
6mg) utilizadas para fortificacdo das amostras e masteurizado a 70°C por 3,5 minutos
foram analisadas quanto a absorbancia do complexdogodo formado. Ao relacionar as

absorbancias com as respectivas concentracdes ide &on possivel realizar a andlise de
regressdo e observar que essas variaveis apresentaomportamento linear quando

correlacionadas (Fig.3). Portanto, & medida queusgentou a concentragéo de amido maior foi
o valor de absorbancia encontrado para o comptExeeido junto ao iodo.
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Figura 3. Grafico de regressao linear dos valoesalisorbancia do complexo amido-iodo em fungéo da
concentracdo de amido de ovos integrais pastewszad0°C por 3,5 minutos.

A equacgdo da reta y = 0,148x +0,018 obtida a palds resultados de absorbancias do
complexo amido-iodo e respectivas concentracdesndielo apresentou um coeficiente de
determinacdo (B de 0,999. Com esse valor, 0 modelo de regredsiitnaconseguiu justificar
99,9% da variacéo da concentracéo de amido nvaitede Omg a 6mg a partir da absorbancia
do complexo amido-iodo. Dessa maneira, pdde-se ebtenativas confidveis da concentracao
do amido complexado ao iodo e indiretamente avadiaratividade da enzima alfa-
amilase,quando presente, em decorréncia a hidrélesse substrato (diferenca entre a
concentracdo de amido adicionada inicialmente eladpbtida ao final da analise).

Admitindo-se que parte do amido adicionado a matviz pasteurizado poderia sofrer perdas
durante as analises da atividade enzimatica e qparentar a confiabilidade da equacéo de
regressao linear foi calculado o fator de correg&se fator determina com maior precisdo a
porcentagem real de amido que estava presenteaa@fficacdo da absorbancia do complexo
amido-iodo. O fator de correcédo encontrado foi lig@®,9%, sendo calculado a partir da média
das absorbéncias de trés repeticdes de cada umegslaoncentracdes testadas (1mg, 3mg e
6mg). Com essa porcentagem pode-se estimar quede®% do amido adicionado foi perdido
durante o processo de analise da atividade da ardlfi-amilase. Portanto, a equacao obtida
pela curva linear da absorbancia do complexo amido-em fungé@o da concentracéo final do
amido em ovos integrais pasteurizados a 70°C fomBjutos foi adaptada de acordo com o
fator correcao.

Apés a analise desses dois parametros de desemdentmmssivel determinar a equacao:
y=(0,148x + 0,018)*0,909 para o calculo de amidstaste nas amostras analisadas. Com a
mensuragdo mais precisa dessa concentracdo de paddese compreender as caracteristicas
da atividade enzimética da alfa-amilase diante watmentos térmicos usados em ovos
integrais e diferencia-las dos resultados obtidoartir de ovos crus.
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Essa enzima apresenta sensibilidade ao calor etsudade é inversamente proporcional a
concentracdo final de amido complexado ao iodoirf§ton et al,1962). Diante dessas
caracteristicas, a atividade da alfa-amilase setionportante para a avaliacdo da eficiéncia de
diferentes métodos de pasteurizacdo aplicados emintegrais.

5.1.2. Andlise da atividade da enzima alfa-amilasem diferentes binbmios de
pasteurizacao

Os resultados da absorbancia do complexo amidoabtidos a partir das aliquotas dos ovos
pasteurizados em diferentes temperaturas (60°@ 624,4°C) demonstraram que 0 aumento
da temperatura de pasteurizacéo leva ao aumentalaloda absorbancia do complexo amido-
iodo. As medianas das absorbancias do complexooaimiid formado em cada temperatura de
pasteurizacdo quando comparadas apresentaramngdesgnificativa (P<0,0001) entre elas

(Tab.1).

Tabela 1. Resultados do valor de absorbéancia dplesm amido-iodo de ovos pasteurizados
nas temperaturas de 60°C, 62°C e 64,4°C

Tratamento Mediana Valor minimo Valor maximo
Ovo pasteurizado 60°C 0,19 A 0,12 0,25
Ovo pasteurizado 62°C 0,33 B 0,20 0,48
Ovo pasteurizado 64,4°C 0,46 C 0,41 0,50

*Medianas seguidas de letras distintas, na coldifexem entre si pelo teste de Friedman (p<0,0001)

O aumento do valor da absorbéancia gerado a pariuchento da temperatura € justificado pela
inativacdo da enzima alfa-amilase que ocorre enpdegturas de pasteurizagdo superiores a
64,4°C por um periodo de 2,5 minutos (Brooks, 19darthy, 1970). A atividade da enzima
alfa-amilase sobre a degradacdo do amido é mamedada que a temperatura de pasteurizacao
se aproxima de sua temperatura de desnaturacata Maseira, uma maior concentracio de
amido fica disponivel para complexa¢éo ao iodo.

Os resultados das avaliacbes das absorbancias®lotis tempos de pasteurizagdo (2,5 min.,
3,0 min., 3,5 min., 4,0 min. e 4,5min.) analisados uma mesma temperatura de aguecimento
encontram-se nas Tabs. 2, 3 e 4. Para estas @ealifig observado que a alteragdo no tempo de
pasteurizacdo em intervalo de 2,5 minutos a 4,5utménndo interfere significativamente
(P>0,05) na absorbancia obtida a partir do compdemialo-iodo de ovos pasteurizados.

Tabela 2. Resultados dos valores de absorbanciacaoplexo amido-iodo de ovos
pasteurizados a 60°C por 2,5minutos, 3,0minut&midutos, 4,0 minutos e 4,5minutos.

Tratamento Média + Desvio padrao Coeficiente de vaacao
2,5 minutos 0,17 £ 0,05 26,85
3,0 minutos 0,18 + 0,05 29,10
3,5 minutos 0,20 + 0,05 24,61
4,0 minutos 0,18 £ 0,05 27,46
4,5 minutos 0,20 £ 0,04 20,48

*Médias semelhantes entre si pelo teste de SNK,(3)0
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Tabela 3. Resultados dos valores de absorbanciacaoplexo amido-iodo de ovos
pasteurizados a 62°C por 2,5minutos, 3,0minutésniButos, 4,0 minutos e 4,5minutos.

Tratamento Média + Desvio padrao Coeficiente de v@acao
2,5 minutos 0,29 + 0,09 29,73
3,0 minutos 0,32+ 0,08 23,60
3,5 minutos 0,33 + 0,06 18,87
4,0 minutos 0,31 +0,07 21,99
4.5 minutos 0,38 + 0,08 22,12

*Médias semelhantes entre si pelo teste de SNK,(3}0

Tabela 4. Resultados dos valores de absorbanciacaoplexo amido-iodo de ovos
pasteurizados a 64,4°C por 2,5minutos, 3,0min@&sninutos, 4,0 minutos, 4,5minutos.

Tratamento Média + Desvio padrao Coeficiente de vé@acao
2,5 minutos 0,46 + 0,03 6,05
3,0 minutos 0,46 + 0,02 3,77
3,5 minutos 0,46 £ 0,03 7,16
4,0 minutos 0,46 £ 0,02 4,84
4,5 minutos 0,46 = 0,02 4,40

*Médias semelhantes entre si pelo teste de SNK,(3}0

As absorbancias obtidas pela coloragdo do compkaxalo-iodo permitiram calcular a
concentracao final de amido que estava complexasm.subtrair da concentracdo inicial de
amido adicionada essa concentracao final foi oltidesultado indireto da quantidade de amido
que foi hidrolisado (Quadro 1). Portanto, quantoioma concentracdo de amido restante
(complexado ao iodo), menor a atividade da enziffaaamilase e maior a absorbancia gerada
pela coloracdo do complexo amido-iodo.

Temperatura Nu(rjnero . _(_:o_ncentragao Média 93 ) Porcentagem de amido
C) e Tempo (min.) inicial de amido concentracéo final hidrolisado
repeticdes (mg) de amido (mg)
04 2,5 2,50 0,92 63,24
04 3,0 2,50 1,00 60,02
60 04 35 2,50 1,10 55,81
04 4,0 2,50 1,01 59,65
04 45 2,50 1,09 56,65
04 2,5 2,50 1,69 32,47
04 3,0 2,50 1,87 25,13
62 04 35 2,50 1,90 24,06
04 4,0 2,50 1,78 28,78
04 45 2,50 2,15 14,11
04 2,5 2,50 2,47 1,36
04 3,0 2,50 2,50 0,00
64,4 04 35 2,50 2,49 0,53
04 4,0 2,50 2,50 0,00
04 45 2,50 2,50 0,00

Quadro 1. Resultados da concentracéo inicial dd@inng), média da concentracéo final de amido (mg)
e porcentagem de amido hidrolisado em amostrayale gasteurizados nas temperaturas de 60°C, 62°C
e 64,4°C por 2,5minutos, 3,0minutos, 3,5minuto@minutos e 4,5minutos.
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As médias das absorbancias do complexo amido-iodados pasteurizados a 60°C estiveram
préximas a 0,2; esses valores quando inseridogjmac@o de regressao linear demonstraram
uma variacdo de 0,92 mg a 1,10mg de amido compberadiodo.Dessa maneira, pode-se
sugerir que a enzima alfa-amilase apresentou atieigexpressiva, com porcentagem média de
amido hidrolisado de 58,98% (Quadro 1).As conceidga finais de amido complexado das
amostras de ovos pasteurizados a 62°C em perididosntes de aquecimento demonstraram
uma variacao de 1,69mg a 2,15mg com porcentagddsldés a 32,47% de amido hidrolisado
(Quadro 1).0s resultados das concentracdes de amnplexado das amostras pasteurizadas a
64,4°C foram proximos a 2,5 mg, ou seja, porcemsgedximas a 0% de amido hidrolisado
(Quadro 1). Essa percentagem de amido hidrolisgdstificada pela desnaturacdo da enzima
alfa-amilase no ovo integral ap0s essa matriz aliare ser submetida a binbmios de
pasteurizacdo superiores a 64,4°C por 2,5 minutos.

As variacBes nas absorbancias encontradas enttifeasntes temperaturas dos binbmios de
pasteurizacdo de ovos integrais analisados podeaxgkcadas pela inativacdo parcial ou total
da enzima alfa-amilase a medida que as temperauraentavam. Sobre as temperaturas de
pasteurizacdo de 60°C e 62°C ainda foi observad@a da enzima, pois parte do amido estava
hidrolisado. No entanto, a menor concentracdo delaromplexado a iodo no tratamento
térmico sob temperatura de 60°C justifica a maiiwidade da enzima alfa-amilase do que no
tratamento a 62°C, que apresentou uma menor ceoacéatde amido hidrolisado.

Essa atividade parcial da alfa-amilase obtida enpégaturas de pasteurizacdo de ovos integrais
abaixo de 64,4°C pode ocorrer em funcdo de mudagstasgturais na enzima que interferem
negativamente na formacgéo do complexo enzima-substnesse caso alfa-amilase e amido.
Isso porque, temperaturas de pasteurizacdo dazroatyimais proximas de 64,4°C reduzem a
atividade da enzima alfa-amilase, sendo que bindhéopasteurizacao superiores a 64,4°C por
2,5 minutos levam desnaturagdo dessa enzima. Essdancas nas estruturas enziméticas
acarretam a maior ou menor complexacao ao substragoe influencia na quantidade final de
amido disponivel e, consequentemente, na formagiccainplexos de amido-iodo com
diferentes colorac@es e leituras a espectrofot@metr

As temperaturas dos bindmios de pasteurizacdo &P e 64,4°C apresentaram coloracfes
visivelmente diferentes entre elas. No entanto, agsiagdo no tempo de pasteurizacdo
(2,5minutos, 3,0 minutos, 3,5minutos, 4,0 minutod,®minutos) quando avaliada em uma
mesma temperatura pouco influenciou nas alteragéesores visiveis obtidas (Fig.4). Essas
coloracgfes visiveis apenas confirmaram os resdtadoquantificacdo de amido hidrolisado
obtidos indiretamente pelas absorbancias do compmexido-iodo. Dessa maneira, tornou-se
notavel que a variacéo das temperaturas do tratart@&@mico apresentou-se mais eficiente para
a inativacao da enzima alfa-amilase do que a \&uido tempo da pasteurizagao.
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Figura 4. Andlise da coloracao visivel das amos de ovos pasteurizados a 6QAJ, 62°C(B) e 64,4°C
(C) por 2,5 minutos3,C minutos, 3,5minutos, 4,0minutos e 4,5minutos

5.13. Analise da atividade da enzima alfa amilasnas amostras de ovos integra
fornecidas pela industria

As absorbanciasdo complexo amic-iodo obtidas apds leitura por espectrofotome
UV/visivel possibilitaram o célculo da porcentagde quanto amidadnicialmente adicionad
foi hidrolisado nas amostrae ovos integra fornecidos pela industria de ovoprodi. Dessa
maneira, foi avaliadandiretamente a atividade da enz-amilase presente no ovo anteapos
o tratamento térmico (Tab.5).

Tabela 5 Resultados em porcentagem) de amido hidrolisado para andlises da atividax
enzima alfaamilase nas amostras de ovo cru, ovo pasteuriz&f8G por 3,5 minutos e o'
pasteurizado a 68°C por 2,5 mint

Tratamento Mediana Valor minimo Valor maximo
Ovo cru 85,63 A 69,90 97,30
Ovo pasteurizado 60°T3,5min. 28,02B 0,00 87,96
Ovo pasteurizado 68°@2,5min. 0,00 C 0,00 8,18

*Medianas seguidas de letras disti, na colunadiferem entre si pelo teste de Friedman (p<0,(

Os trés tratamentos analisados apresentaram pEsiltistintos quanto a porcentagem
amido hidrolisadpsendo que 0s 0s crusapresentaram 0S maiores percentuais, enquat
ovos submetidos ao tratamento térmico de 68°C foninutos osmenore. Estes resultados
demonstrarangque a enzima al-amilase agsentou atividade reduzida a medida aumentou
a temperatura de pasteuriza

O tratamento ovo crapresentou porcentagem minima de amido hidroligaal a 69,90%

porcentagem maxima de 97,30%ab.5).Evidenciando dessa forma a agéo da enzima ao
substrato, no entantoiferentes propor¢cbes gema e clara nos 0,5@% amostre utilizados
para a analisda atividade enzimaticpodem justificar essa variacéa hidrélise do amic. Isso
porque,a enzima alfa amilase aprese-se em maior concemttdo na gema do ovo quio
comparada com a cla(Brooks,1962

As amostras que foram pasteurizadas a 60°C paniBiitos apresentaram as maiores varia
entre as porcentagens de amido hidrolisado, cooeptagem minima de 0,00% e porcenta
maxima igual a 87,96%rab.t). Essa variacdo na porcentagem de amido hidrolipade se
justificada pela inativagdo parcial da enzima quoer® em maior ou menor frequéncia
decorréncia a pequenas alteracdes na temperatupastieurizacé que podem ocasiona
desnaturagdo enzimaticaDs testes rdizados com ovos pasteurizados no labora
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confirmaram a hipétese de que o aumento da tenupardtirante o processo de pasteurizacao
do ovo aumenta a disponibilidade de amido para ®apado com o iodo. Com isso, pode-se

aferir que o aumento da temperatura contribui peEdtacao da atividade da enzima alfa-amilase,
pois a mesma degrada o amido.

Dessa maneira, as variagdes encontradas na paesnte amido hidrolisado no tratamento de
ovo pasteurizado a 60°C por 3,5 minutos evidengiarea alta variacdo nas temperaturas de
pasteurizacdo. Sendo possivel afirmar que em alguamaostras as temperaturas foram
superiores a 64,4°C, pois a enzima alfa-amilasavasinativa, pois ndo foi evidenciado a
hidrolise do amido. Por outro lado, outras amosiesentavam atividade enzimatica proxima
agquela observada em ovos crus. Isso apenas corjumay tratamento térmico ndo atingiu
temperaturas de pasteurizacao suficientes pargrad#edo, mesmo que parcial, da enzima. Os
resultados da porcentagem de amido hidrolisadoedgsgpo demonstraram a importancia da
analise da atividade da enzima alfa-amilase paificagdo a eficiéncia do tratamento térmico
aplicado a matriz ovo integral.

O controle sobre o bindmio temperatura e tempopbitante para garantia da inocuidade de
ovos pasteurizados, sendo esse parametro deteorenaduncéo da eliminacdo &almonella
spp. Shrimptoret al(1962) demonstraram correlacdo positiva entréngirelcdo deSalmonella
Senftenberg e a inativacdo da enzima alfa-amilaseamostras de ovos integrais apds o
tratamento térmico em binémio de 64,4°C por 2,5utais.

A associacdo da atividade da enzima alfa-amilaggafidade microbiolégica final do produto
pode ser facilmente relacionada para verificacaoeficiéncia da pasteurizacdo em ovos
integrais. Isso porque a sensibilidade térmicapmegue parcial, dessa enzima permite estimar
se temperatura de pasteurizacdo atingida é sufcieara eliminacdo de micro-organismos
patogénicos mais resistentes como, por exemg@ajraonellaspp.

As amostras de ovo pasteurizado a 68°C por 2,5 tosnapresentaram menores variacoes
guanto a quantidade de amido hidrolisado, sendw wainimo de 0,00 % e méaximo de 8,18%
(Tab.5). Essas pequenas variacdes podem ser @gdigaois a alfa-amilase é inativada quando
submetida a bindbmios de pasteurizacao superiofds4aC ha 2,5 minutos. Quanto a hidrdlise
de amido observada em algumas amostras dessedratartal fato pode ser explicado pela
existéncia de fatores interferentes na metodol@gimdada. Brooks (1962) alertou sobre
possiveis interferéncias nos resultados de absdeb&o complexo amido-iodo devido a
ligagBes de amido insollvel a proteinas da matriziotegral durante a pesquisa pela atividade
da enzima alfa-amilase. Dessa maneira, a soluf@izala solucdo de amido quando nao for
eficiente podera contribuir para perdas deste mtbstiurante a metodologia. Com intuito de
aumentar essa solubilidade, as solucdes de amiaim faquecidas a 90°C. Outro fator que deve
ser considerado para justificar a presenca de llsdrde amido é a porcentagem de impurezas
presente no amido utilizado como substrato, umaguezessas diminuem a quantidade real de
amido adicionado.

Com estes resultados foi possivel observar a digéinuda atividade da enzima alfa-amilase a
quaisquer aumentos de temperatura durante a pgaatgio do ovo integral. Sendo que essa
pesquisa é fundamental para o auxilio da verifcagd uma pasteurizacdo eficiente. Isso
porque, em baixas temperaturas de pasteurizac@odsivel verificar alta atividade enzimatica.
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A pesquisa da atividade da enzima alfa-amilaseagppela comparacéo visual entre as cores se
mostrou mais eficiente para diferenciacdo dos asseurizados a 68°C por 2,5 minutos e os
ovos crus. As amostras de ovos crus apresentatoi@cao visivel amarela. Indicando que,
aproximadamente, todo o amido adicionado a matiizhidrolisado o que impossibilitou a
formacao do complexo amido-iodo. A coloragédo visérgre as amostras de ovos pasteurizados
a 60°C por 3,5 minutos ndo se apresentou unifoserdo encontradas as cores: amarela,
violeta-réseo e azul-violeta. Essas variaces descgfio justificadas pela quantidade de amido
nao hidrolisado que se ligou ao iodo. Para os pesgeurizados a 68°C por 2,5 minutos, todas
as amostras apresentaram coloragao azul- violetarrdagao dessa coloragéo azul-violeta foi
observada, nesse tratamento, em virtude a mai@entracdo de amido final, uma vez que a
enzima alfa-amilase se apresentava inativa (Fig.5).

Figura5. Coloragfes visiveis formadas pela canae®io do complexo amido-iodo em amostras
duplicatas de solucdo padrédo com iodo (A), ovo(B) ovo pasteurizado a 60°C por 3,5
minutos (C) e ovo pasteurizado a 68°C por 2,5 rom(iD).

5.2. Andlises Microbiologicas
5.2.1. Contagem de micro-organismos mesofilos aeidb

Nas amostras de ovos crus, as contagens de mgaaismos mesofilos aerdbios variaram
bastante e apresentaram uma contagem minima aell*QFC/mL e maxima superior a 1,5 x
10° UFC/mL. No entanto, apds os tratamentos térmicostreram reducdes significativas na
frequéncia destes micro-organismos, com contagexmméde 4,0 x 1DUFC/mL para os ovos
pasteurizados a 60°C por 3,5 minutos e de 5,0dAO/mL para os ovos pasteurizados a 68°C
por 2,5 minutos (Tab.6).

Tabela 6. Resultados (UFC/mL) das contagens deoroiganismos mesofilos aerdbios nas
amostras de ovo cru, ovo pasteurizado a 60°C panidutos e ovo pasteurizado a 68°C por 2,5
minutos

Tratamento Mediana Valor minimo Valor maximo
Ovo cru 6,5x10 A 1,0 x16 >1,5 x 16
Ovo pasteurizado 60°C/3,5min. 1,0 x168 <1,0 x1d 4,0 x16
Ovo pasteurizado 68°C/2,5min. 2,0 x10B <1,0 x16 5,0 x16

*Medianas seguidas de letras distintas, na mestnaaadiferem entre si pelo teste de Friedman @3Q,)
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Essas contagens elevadas de micro-organismos toesaéirObios encontradas nos ovos crus
sdo justificadas pela qualidade da matéria priregdestinada a industrializacdo. A Portaria
n°01 do MAPA (Brasil, 1990) autoriza a pasteurizadé ovos trincados e com outros defeitos
na casca, sendo também permitida a utilizacdo de galados, provenientes de matrizeiros.
Essas préticas sdo adotadas para o beneficiamemmdutos que seriam descartados, pois 0s
mesmos ndo podem ser comercializadosaturg aumentando, desta forma, rendimento
industrial. No entanto, esses ovos integrais reduaequalidade microbioldégica da matéria
prima alimentar visto que esses 0vos S840 mais [siges a contaminagéo externa.

As amostras de ovos integrais pasteurizados indepggmente do tratamento térmico utilizado
apresentaram resultados semelhantes, e os valerexias as contagens foram inferiores ao
limite preconizado pelo MAPA, que é de 5,0 X WEFC/mL para micro-organismos mesofilos

aerdbios (BRASIL, 1990). Esses resultados demaastrajue os bindmios de temperatura e
tempo utilizados (60°C por trés minutos e meio ¥68or dois minutos e meio) sdo eficientes
para a melhoria da qualidade microbiolégica daimatro integral.

As medianas dos trés tratamentos revelaram a redlagc@ontaminacdo microbiana por micro-

organismos mesdfilos aerdbios em dois ciclos Itgérds para ovos pasteurizados a 60°C por
3,5minutos e em trés ciclos logaritmicos apos rratdo térmico a 68°C por 2,5 minutos.

Portanto, as reducbes das contagens desses ngamisinos nos dois tratamentos de ovos
pasteurizados foram superiores a 99% quando codga&@m a carga microbiana inicial da

matriz ovo cru. Dessa maneira, pode-se ressaltanpartancia do tratamento térmico na

reducdo da microbiota inicial e, consequentemgatie, garantia da inocuidade alimentar.

Altas contagens de micro-organismos mesofilos aesétambém foram descritas por Dias
et.al(2002) ao avaliarem a microbiota do ovo integraésmlo tratamento térmico de 65°C por
3,5 minutos. Os autores relataram contagens méparasesses micro-organismos de 2,4 10
UFC/g.

Aragon-Alegroret.al(2005) ao avaliar a qualidade microbiolégica desambegrais em tanques
de estocagem antes da pasteurizacdo observaraagenstmicrobianas médias de 1,8 ® 10
UFC/g. Estes autores também avaliaram 0s ovos apwatamento térmico e encontraram
resultados em conformidade com a legislacdo vigeme a média da contagem padrdo em
placas de 4,6 x ZQWFC/g em ovos integrais coletados nas primeiraspriairas horas apés
pasteurizacdo. Esses resultados corroboram concoateados nesse experimento.

Devido ao tratamento térmico a que 0s ovos intedgaam submetidos os principais micro-
organismos que fazem parte da microbiota remanescgn aqueles resistentes a altas
temperaturas; micro-organismos termoduricos. Esa@&so-organismos, quando presente,
indicam deficiéncia nas etapas de higienizacaajdgamentos. Além desses micro-organimos,
formas esporuladas de micro-organismos psicroo®fmodem resistir a pasteurizagdo e, apos
término do estresse térmico, voltarem a forma \aiyet produzindo enzimas proteoliticas e
lipoliticas que contribuem para a reducdo do tempqrateleira de ovo pasteurizados (Jay,
2005, Franco e Landgraf, 2008).

Embora as contagens de micro-organismos mesofasbims estejam abaixo dos parametros

exigidos pela legislacdo para ovos integrais pagsos, essas contagens podem aumentar
durante o periodo de estocagem do ovo no coméacgista e na casa dos consumidores. Isso
porque, 0 ovo apresenta em sua composic¢ao fisitoicpualtas concentragdes de 4cidos graxos
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e aminoacidos que favorecem a proliferacdo de alguioro-organismos. Régat al. (2012)
avaliaram a qualidade de ovos integrais pastewizadobservaram contagens médias de 2,5 x
10* UFC/mL para micro-organismos mesofilos no primeaiia apés o tratamento térmico.
Porém, ao avaliar a vida de prateleira destes edas autores encontraram contagens médias
desses micro-organismos de 8,7 %WEC/mL com sete dias de armazenamento.

5.2.2. Contagem de coliformes totais e termotoleréas

As contagens de coliformes totais foram diferer{fes 0,0001) para todos os tratamentos
analisados, sendo que valores superiores a 1,5 UEG/mL foram observadas em ovos
integrais crus. ApGs a pasteurizacdo ocorreu redsghificativa no nimero desses micro-
organismos. No entanto, os dois bindbmios de pastmdo testados apresentaram eficiéncias
distintas. Nos ovos pasteurizados a 60°C por 3riutms as contagens foram inferiores a 1,0
x10' UFC/mL, enquanto para os ovos pasteurizados a p8f2,5 minutos a contagem maxima
foi de 9,0x16 UFC/mL (Tab.7). Mesmo apresentando essa diferesigaistica entre os dois
tratamentos térmicos dos ovos integrais, foi pessibservar uma redugdo em trés ciclos
logaritmicos quando as medianas desses tratamsiosomparadas a mediana do tratamento
de ovos crus. Essas reducdes logaritmicas foramientés para obtencdo de ovos com
qualidade microbioldgica.

Quanto aos coliformes termotolerantes os resultatidslos em ovos crus variaram desde
valores inferiores a 1,0 xX1QFC/mL até valores superiores a 1,5 XWEC/mL. No entanto,
apo6s o tratamento térmico todas as amostras, indeptemente do binbmio de pasteurizacéo
utilizado, apresentaram redugdes significativasitdequatro ciclos logaritmicos nas contagens
desses micro-organismos (p<0,0001), sendo que tosloslores eram inferiores a 1,0 X10
UFC/mL (Tab.7).

Tabela 7. Resultados (UFC/mL) das andlises deocolés totais e termotolerantes nas amostras
de ovo cru, ovo pasteurizado a 60°C por 3,5 mineitmg pasteurizado a 68°C por 2,5 minutos

Mediana Valor minimo Valor maximo
Tratamento Coliformes Coliformes Coliformes Coliformes Coliformes Coliformes
totais termotolerantes totais termotolerantes totais termotolerantes

Ovo cru 1,3x10 A 5,0 x1GA 1,8 x16 <1,0x10 >15x16 >15x16
Ovo

pasteurizado < 1,0 x16C < 1,0 x168 <1,0x10 <1,0x18 <1,0x18 <1,0x10
60°C/ 3,5min.

Ovo

pasteurizado 9,0 x10B <1,0x16B <1,0x10 <1,0x18 9,0 x16 <1,0x10
68°C/2,5min.

*Medianas seguidas de letras distintas, nas mesaohasas, diferem entre si pelo teste de Friedma,(®01)

As altas contagens de coliformes totais e term@totes em ovos crus demonstraram que a
matéria prima utilizada para pasteurizacdo aprasantma baixa qualidade microbiol6gica.
Essas contagens podem ser justificadas, pois @usgntocesso de quebra de ovos, o conteludo
interno tem contato com a superficie externa deacasconsequentemente, com resquicios de
fezes (Stadelman e Cotterill,1995). Nas fezes dhsl@ms e de outros animais de sangue quente
€ comum encontrar esses micro-organismos, vist@lgseazem parte da microbiota intestinal.
Além disso, como citado anteriormente, no Bragieémitido que ovos com defeitos em casca
e/ou em membranas, ou até mesmo aqueles provenigmtmatrizeiros sejam pasteurizados.
Esses ovos estdo mais susceptiveis a contaminagdorttal, o que contribui para a reducéo da
qualidade microbiolégica dos lotes de ovos destinadindustrializacao.
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Os maiores valores nas contagens de coliformess tetétre os ovos pasteurizados foram
observados no bindmio de pasteurizacdo de 68°@Q,paninutos, favorecendo ao aparecimento
da diferenca estatistica entre os dois tratamegtaosicos testados. Essa diferenca pode estar
relacionada com o processo de higienizacdo doyrastdor. Isso porque, quando ndo ha uma
frequéncia adequada de higienizacao assim comibzagio coerente dos detergentes alcalinos
e &cidos pode ocorrer o crescimento de micro-osgaws e, posteriormente, formacdo de
biofilmes na tubulacdo do pasteurizador. Segund@pP&2000), os biofilmes sdo comunidades
biologicas com um elevado grau de organizacdo, aslbactérias formam comunidades
estruturadas, coordenadas e funcionais. Estas edada@s bioldgicas encontram-se organizadas
em matrizes poliméricas. A associacdo de diferemieso-organismos em biofilmes constitui
uma forma de protecdo ao desenvolvimento, favodeceelacdes simbidticas e permitindo a
sobrevivéncia em ambientes hostis.

A pesquisa por coliformes totais em ovos integoaisteurizados, embora ndo seja preconizada
pela legislacdo brasileira, € importante para avali qualidade da matéria prima utilizada, e
também para caracterizar o processamento induatmigle a matriz alimentar foi submetida.
Avaliando, dessa maneira, os parametros higiéraodasios instituidos por programas de
qualidade aplicados a industria.

Orgaos internacionais preconizam a pesquisa porofoiganismos pertencentes a familia
Enterobacteriaceaepara ovos pasteurizados. Nos Estados Unidos (USR@Q4)foi
determinado o limite de decisdo para ndo confordeidde uma amostra igual 10 UFC/mL,
enquanto a Comunidade Europeia instituild®C/mL(CEE, 1989).

Dentre os parametros microbiologicos exigidos petgslacdo brasileira para fiscalizacdo de
ovos pasteurizados a contagem de coliformes tetenatdes deve ser inferior a 1UFC/g ou
mL. Esses micro-organismos quando encontrados emerdbs de origem animal ndo

determinam apenas falhas nas condi¢Ges higiénigtasas do processamento industrial, mas
também um fatorde risco ao aparecimento de doguegagiénicas ao consumidor, visto que
alguns micro-organismos desse grupo sdo produttgesnterotoxinas e outros fatores de
viruléncia.

Altas variag6es nas contagens de coliformes tetegsmotolerantes, também, foram observadas
por Diaset al(2002) em ovos integrais antes da pasteurizacan,vabor minimo inferior a
0,3NMP/g e maximo superior a 1100 NMP/g.

Dias et al(2002) e Régoet al(2012) ao avaliarem a qualidade microbiologica @deso
comerciais pasteurizados encontraram concentraigesliformes termotolerantes inferiores a
0,3NMP/g e 0,3NMP/mL, respectivamente,em todas rasstias analisadas, demonstrando
dessa maneira, a eficiéncia da pasteurizagéo pseagdio de produtos com qualidade.

5.2.3. Contagem dé&taphylococcus spp.

Os ovos crus apresentaram contagenStdphylococcuspp. desde 2,0 xYOFC/mL a valores
superiores a 2,0 x 10FC/mL. Redugbes nessas contagens foram obserapda® tratamento
térmico nos dois bindbmios de pasteurizacdo utibzatlo entanto, os dois tratamentos de ovos
pasteurizados apresentaram comportamentos dist{ptd3,0001), sendo que as contagens
maximas de 5,5 xfOUFC/mL e 1,4 x1® UFC/mL foram obtidas nos grupos de ovos
pasteurizados a 60°C por 3,5 minutos e a 68°C fomihutos, respectivamente (Tab.8). Em
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nenhum dos trés grupos analisados foi observadeesenta deStaphylococcusoagulase
positiva.

Tabela 8. Resultados (UFC/g) das analiseStdphylococcuspp. nas amostras de ovo cru, ovo
pasteurizado a 60°C por 3,5 minutos e ovo pastaloia 68°C por 2,5 minutos

Tratamento Mediana Valor minimo Valor maximo
Ovo cru 1,1 xX10A 2,0 x10 >2,0 x 10
Ovo pasteurizado 60°C/3,5 min. 6,5x10C <1,0 x16 5,5 x10
Ovo pasteurizado 68°C/2,5 min. 1,2 x1GB <1,0 x10 1,4 x16

*Medianas seguidas de letras distintas, na mestoaaadiferem entre si pelo teste de Friedman @3,)

As altas contagens dstaphylococcuspp. em ovos crus confirmaram os resultados abtido
pelos demais micro-organismos pesquisados quetedazacam a matéria prima utilizada como
sendo de baixa qualidade microbiol6gica. Essa ountgdo pode ser justificada por possiveis
falhas no processamento industrial durante a sglépéagem e quebra dos ovos, ou mesmo por
problemas na implementacdo de boas praticas deda#éo, o que contribuem para aumentar o
risco de contaminagao do contetdo interno do ovo.

Nos ovos pasteurizados, foi possivel observar baigatagens d8taphyloccocuspp., contudo

os dois binbmios apresentaram comportamentos tisticom contagens superiores nos ovos
pasteurizados a 68°C por 2,5 minutos. Na Tab.d&4se observar a reducédo de quatro ciclos
logaritmicos na mediana das contagens desse nmgasiemo em ovos integrais pasteurizados
a 60°C por 3,5 minutos quando comparada a mediasa&a@htagens nos ovos crus, enquanto
que no outro tratamento de ovos pasteurizadosugdiedogaritmica foi de apenas dois ciclos.
Como ja foi dito, as pasteuriza¢des dos ovos iategrm dois binbmios temperatura e tempo
ocorreram em equipamentos diferentes. Possivelmepiesenca de biofilmes no pasteurizador
tubular contribuiu para os resultados obtidos nwiio de pasteurizacdo de 68°C por 2,5
minutos.

A Portaria n°01 de 1990 determina a pesquisaSt@phylococccusoagulase positiva com o

intuito de identificar a presenca d& aureus No entanto, a intoxicacdo estafilococica é
resultante da ingestdo de alimentos contaminadesepterotoxinas estafilocécicas (SE)
termoestaveis pré-formadas, produzidas por linfegenterotoxigénicas de estafilococos
independente da atividade frente a prova da cosg@@unhaet al.,2006; Ombui e Mathenge,

2007).

Algumas espécies desses micro-organismos sao cammigecontradas na pele e nas mucosas
orais e nasais de seres humanos sob intera¢cdesigaimiecomo é o caso deefidermidise
S.aureugJay,2005). Dessa maneira, 0 monitoramento das eatmacdes desses micro-
organismos em produtos de origem animal auxiligpmeencdo de doencas transmitidas por
alimentos, e, também, indica falhas em procedingserde boas praticas de fabricagéo,
principalmente na higiene dos trabalhadores.

Aragon-Alegronet al. (2005) observaram contagens dauSeusinferiores a 1,0 x F0UFC/g
em amostras de ovos ndo pasteurizados coletadodauena de quebra e durante a estocagem.
No entanto, esses autores ndo reportaram a contigfetaphylococcuspp.

Régoet al. (2012) ndo encontraram a presenca @eirgusnas amostras de ovos comerciais
pasteurizados. No entanto, eles relataram contagetdia de 4,7 xTOUFC/mL de
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Staphylococcusspp. nessas amostras apds sete dias da realidacé@tamento térmico,
permanecendo com baixas contagens até o 21°diandgenamento.

Durante a pesquisa p8taphylococcuspp. foi possivel observar a contaminacao do Bgad
Parker por micro-organismos do géndétmteus (Fig. 6), que foi confirmada por provas
biquimicas realizadas pelo aparelho Vitek 2 ® (keolux, Hazelwood, Missouri, USA) em
todas as amostras de ovo cru. No entanto, nos pasteurizados, independentemente do
tratamento térmico aplicado, ndo foi observado esa@mento desse micro-organismo. Estes
micro-organismos sao classificados como psicraindfi sendo que algumas cepas mesofilas
foram descritas por Franco e Landgraf (2008) comentes causadores de toxiinfec¢des
alimentares. Além diss®roteusspp. sdo produtores de enzimas proteoliticasodtigas, que
aceleram o processo de deterioracdo do alimengasEsnzimas ndo sdo desnaturadas pelo
calor, ou seja, resistem a tratamentos térmicossdeamaneira, mesmo ndo tendo sido
encontrado esse micro-organismo nos ovos pastdaosza presenca dessas enzimas podem
contribuir para a reducao da vida de prateleirprdduto.

Dias et.al. (2002) encontraram altas contagens de micro-csgad psicrotroficos, que
variaram de 5,7 x fQFC/g a 7,6 x 10UFC/g em ovos n&o pasteurizados, sendo que apds o
tratamento térmico foi observada por esses autoresreducdo na contagem maxima desses
micro-organismos para 5,9 x10FC/g

¥
7
S

Figura 6. Placa de agar Baird Parker com coloredrdteusspp. de uma amostra do tratamento de ovos
crus.

5.2.4. Frequéncia dé&salmonella spp.
Dos 30 lotes de ovos crus 23 (76,63%) apresentaeapositivos par&almonelaspp. Porém,

apos o tratamento térmico por diferentes bindmepakteurizacdo apenas uma amostra que foi
pasteurizada a 60°C por 3,5 minutos teve a presgsa bactéria confirmada (Tab. 9).
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Tabela 9. Frequéncia(%)@&almonellaspp. em amostras de ovo cru, ovo pasteurizad@@ 60
por 3,5 minutos e ovo pasteurizado a 68°C por hb5tws

Tratamento Positivo Negativo
Ovo cru 76,67% (23) A 23,33% (7)
Ovo pasteurizado 60°C/ 3,5min. 3,33% (1) B 96,67% (29)
Ovo pasteurizado 68°C/ 2,5min. 0,00% (0) B 100,00% (30)

*Porcentagem de amostras positivas seguidas p@s lefistintas, na mesma coluna, diferem entre lsi Q&i-
guadrado (p<0,0001)

Alguns micro-organismos do géneBalmonellafazem parte da microbiota do trato intestinal
dos animais de sangue quente, dentre estes podessacar aSalmonellaEnteriditis nas
galinhas (Quinret al, 2005). Sendo, portanto, esperado encontrarlesgtaria em ovos crus,
visto que contaminacfes fecais para dentro do @daténterno do ovo sdo passiveis de
ocorrerem durante as etapas do processamentoriatildd entanto, em ovos pasteurizados, de
acordo com a legislacdo brasileira, o parametraabiolégico exigido par&galmonellapp.é
auséncia em 25g ou mL.

A baixa frequéncia desse micro-organismo em ovatepdzados é esperada devido a sua
sensibilidade ao tratamento térmico.Xdkoecet al(2014) ao estudar a viabilidade da
Salmonella Enteriditis em ovos pasteurizados verificaram quesee micro-organismo
apresentava-se ativo quando submetido ao tratantémtoco em temperaturas inferiores a
58°C.

A presenca desse micro-organismo em uma das régetido tratamento de ovos integrais
pasteurizados a 60°C por 3,5 minutos pode seroadali pela variagdo nas temperaturas de
pasteurizacdo. Essa variacdo foi confirmada pele tgue avaliou a atividade da enzima alfa-
amilase. ApGs a andlise dessa atividade enzimatesta repeticdo especifica, foi constatado
gque a enzima ainda estava ativa, pois cerca ded®0&mido adicionado foi hidrolisado. Sendo
assim, ao relacionar a viabilidade de alguns soesvae Salmonellaem temperaturas de
pasteurizacao inferiores a 58°C e o resultado olgfala analise da enzima alfa-amilase, péde-
se sugerir que essa amostra de ovo integral fanstila a um tratamento térmico com
temperaturas mais baixas, proxima de 57°C.

Aragon-Alegronet al (2005), avaliando a presenca®Emonellaspp. em ovos antes e apés a
pasteurizacdo, com e sem a etapa de lavagemcuaedifi a presenca desse micro-organismo
apenas em algumas amostras de ovos ndo pastesrinadsendo identificada apos o tratamento
térmico.

Hara-Kudo e Takatori (2009) encontram 1,7% de amasgiositivas par&almonellaspp. em

ovo integrais pasteurizado no periodo de 1992 & 2@ Japao, resultado semelhantes ao
encontrado neste trabalho, que foi de 1,67%.
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6. Conclusdes

A inativacdo da enzima alfa-amilase em ovos iniegéa dependente da temperatura de
pasteurizacdo utilizada, e a pesquisa pela atigidblbsa enzima por meio da quantificacao
indireta do amido hidrolisado demonstra ser umaodwbgia eficaz para a verificagdo da
eficiéncia do tratamento térmico.

O ovo cru apresenta baixa qualidade microbiologicaentanto, apds o tratamento térmico a
60°C por 3,5 minutos ou a 68°C por 2,5 minutos spy@l observar reducdo nas contagens dos
micro-organismos patogénicos pesquisados, o0 qussifit@ a matriz ovo pasteurizado
conforme diante dos parametros microbioldgicosidagpela legislacdo brasileira.
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